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1 MTRODUCC l Otl 

GENERALIDADES 

Por su alti\ morbilld.;.d v mortal1d.•d nn inf.'l.ntes l.~!. 
enfermedades diarréicns siguen siend0 un lmpnrtJntn problema de 
salud a ni·1el mundial Cl,2>. El prohlcHt1<'l src ar.rC?ccmt,, en los 
paises en vías de dnsarrollo donde, por la~ rond1rionns de 
vivienda, alimentación, educación v san0am1enta ambiental, 
resulta casi impo•lble el control de los aqenles infecciosos 
caus•ntes de diarrea (7.,ql, 

Entrp los agentcs cliológ1cos más Importante~ dp Ja 
gastroenteritis infantil tcnemos a I~ ~~cher~c~1g ~9lL 
enterop,•togónica y l;:i enlnrot.o::u,¡,..nica: algun~s espncins r1o 
Campilobacter, Si>lmn1wll.• y Sh1q<?ll2<: alquno~ .irus como loa: 
rotavirus, adenovirus, parar·otav11·L1s )'los .1r1.1s redondos 
peque~os(5), De entre los agentes de lipa viral los rotavirus son 
los mas comunes C6). 

Los rotavirLts infoct.an a li>S cólul.<s opileliAle:, do las 
puntas de las vello!>idad1~s dr..I inte;,.lino rJolqadci, cau<~,1nrJo su 
desprendimiento e intorr·ump1cndo las func1cines normales: de 
.absorción <19>. Lo anterior se mM11f1csta cl1n1camente con una 
di.-rrea deshidratante, vómito, fietwe y deterioro del e!!tado 
nutricional (6). 

En Móxico, lo'.i rota.•1irus son rc;:pon:.•ble>'.i do .~p1-0::1madamc>nte 

el 25X de los casos de hospital1:ación por d1~rrea en n1Ros entre 
los seis meses y los tres a.Ros de edad 17>. La mayor lrecucnc1a 
de afección ocurre en los mes~s de otoKo 18>. 

Los rotaviru¡ infectan tambicn a di~ersas espoc1e& de otros 
mamíferos además del ser humano, qs( corno a una "rnn .nried~d de 
~ves 19). En algunos animales de crian:a. nntablemente nl cerdn, 
las infecciones por roladrus lr-Jcr• grandes pórdidi:lo;. económicas, 
no tan solo por la mortalidad sino tambien por al retardo en el 
crecimiento que acarrean. 

Por todo lo anterior se hace evidente la necoaidad del 
desarrollo de medidas pre·>'ent. i . as ,. terap~ut ir.. 1s. Entre llsL's 
estén el control de ¡,,.. higiene, l.~ ccm= trucc i ón de hospital o:. 1 a 
distribución de sueros or~les que permita la reh1drat;:ición de los 
infentes y, des;de luE•go, el der,arrol lo de vacunas. En cuanto a 
la infección de animales, rasulla poco práctico pensar en el 
control de la higiene o en una constante eupe~vl~i6n veterino'\ria, 
sin embargo, sigue vigenle la posibilidad de una vacunación 
efectiva. 
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La obtención de potenc1alus vncuniJs ha sido enfocada ror 
matados r:.onvenr:ionales, hi.ilitc'.'rodn"'r' prob;>d<J '"'" >ílllll.llr.•s(l(1,llJ y 
rec:ientemrnte en hum.-.r,o,;.(17,".•l\,~~;,71l, la Ci1par-1tJ,1d protector·a de 
cepas atenuadas así como de vi ruo;. hc:•lerol ngos, con reslil tados 
dudoeo1;, 

1-a pr odttcr i ón t1<.> i nmt•nóqf•nn~ poi c·nr: 1 ,-,1 ..,,, to.• e,¡ do abor d.ldil 
tambien ~ través dD motados modernos que hacen uso do la 
metodología dl?l DNf\ rc•crn11binc•nli:· lo~. c.·•i'lcs. at•nque mc.•noi; 
probados hasta ahora, permitiri"n lci <'1L3bnr,v:1ón d1~ v.:.r.un.Js más 
~eguras a un menor coElo y en forrn,• m<•E 1,)¡1111,,, Eo;.t,, última 
ventaja podría ser importanto p~rl ruspondor pronlamonte ante la 
aparición de cepas epidémicas. 

ESTRUCTURA 

Al microscopio electrónico las rotavirus se observan como 
particulas icosahédrir.:.,s, con un cl1ámetra que or.r.1IL1 entre los ó5 
y 75 nm. Ei;tán constituido¡; por unA doble c.\pside pr-oleic-.;, que 
envuelve a un genom.l compuesto rJr.• 11 segmr,inlos dl• Rt·ll\ de doble 
cadena (14l. Cada uno di? laE 11 o;,eqmentc1s cod1fic.:i por una 
proteina especifica <151. Debido • e~tas car-acterístlcas 
estructurales se ha. c.l<>siflcddo a los rL1l.itnrus c:omo un nllevo 
g•nero dentro de la familia Reov1r1dae <19). 

La cápEide inte·r·na de lor, rotaviruto esta ronst1tuida por 
tres proteinalli: VP1, VP2 y VP6, mientras que l.l e.ápside e.»:t1>r-na 
l~ integran la~ proteínas VP3 v llP7 <19l. ln1cialmente se habla 
proputl!sto la O>:istencia de otras dos proteínas en la cap11 
externa: VP~ y VPB, sin embargo, se ha lograda demostrar que 
éstas son tan solo producto de lu hidrólisis cnn tr1ps1n<1 di? la 
proteina VP3. Aunque el mecanismo molecl•lar- todavin se desconoce, 
6sta proteóli5is se •1e asociada con un aumento en la 1nfectividad 
de loa rotavirus < 16>. 

Los rotavirue del grupo 
comparten un antígeno de grupo. 
localizan en la proteína VP6 de 

A anal izados hasta la fecha 
Este y el antígeno de subgrupo sa 
lil cápside interna <171. 

CARACTERISTICAS DE LAS PROTEINAS DE CAPA EXTERNA 

Los antígenos especiflr.os de scrotipo, deter-minados por 
ensayos de neutralización, se encuentran en la c6pside exter-n~, 
tanto en VP3 como en VP7 (18,53>. 



La posibilidad de contar con rotavlrus modelo tales como al 
rotavirus de simio Sf.111, lns 1"ot;1.11ruE de' ternor·a NCDV y u¡., y 
los rotavirus ail•lados de hum.J•10 l•b, OSI. P, ST3, los c:u;iles 
han sido adptados a cr~rer gn rlJltlvo de c6lulaE, ha permitido el 
estudio detallado de P.stos v1n1s, ompoz.1nctoso ;i ·1islumbrar 
funcloneo¡; de algunas pr·oteíni1E •nr·¿iJc\i <9,t7,19l. 

A 1 a prole! na de cana e" t.~>l'n' ')P] se 1 e ha i rlr?nt.1f1 r.:adr-J r.:omo 
la hem1tglutinina '-'lral v c;e l.- ha "'iqn."1º "n panel ímpol'l·Hil.e 
en el proceso de internal1zac1ón dnl ·..i,..us 4 ¡, r:Qlul~• huosped. 
Este procei;o está ar.oc1.3du cun el cortr· pr·otenl 1t1co que qenel'a a 
las protE!inas VP5 y •JPB <21,;:2•. <JP\ G'i tamti1Pn r.c>p.lz rjp incluc1r 
anticue!'po.,; que neutr·.-11:~11 l<> irde1:tivid.<d ._.,,.<,¡ As1, Sl" t1,, 

descrito que anticue>rpos mon•:-,clun:olL•~. cantl'a D<C.t,1 protoin-.. son 
capaces tanto de neutrC<l 1~2.r al virus !.O ~ntr.si 1·;.~·.68>. como de 
proteger pasivamente contra la diarrea a ratones lactantes <35). 

La otra protcina de capa e•tol'nD rlo los rotav1rus,VP7, e>stá 
glicosilada c:on residuos d•? alta m0Hir1osa, y d1v12rsil'i> c·11dc;ncias 
sugieren que e& a travó• de csla gl1coprotcina que el virus 
intorac:ciona con su roc:optor· 011 l.• superf1c:if:' de l.l c6l1ila 
huesped ( 19, 23, 27) VF'7. a 1 1 gu ,, ¡ que? vp-::,. vs e ap.:<z di? i nduc 1 r 
anticuerpos neutral izanl1:1•L cu<lndu so oncue11lr ~ fo,.-mando pal't.e de 
lME\ particulas virales 118\, v~·7 111a11t1cme SLI C.dP•'Cldad di;· lndc•Clr 
anticuerpo<; neutralti'l.nte.,,, :icuir¡u<:< rJ1;::,minu111a, c:uando se utiliza 
como p1·oteina a.ii;li>d.) 1:'1\l,P inclus.o c.c1,;ndr, \i"-' 11t1!1:an <1lqunos 
fragmentos de ellit <361.Ariticu<:>l'p•:is n.nnc)clonalcs cJ1r1q1dos cnnt.ra 
VP7 l<unbión i;on c,,pac.cs de neutr.,l1:"r la infF.•cl1vidi1d vlri'I !Q 
~itcg (32,33,34), y de protegur pab1v~menta a r~tones contra la 
diarre• causada por rotavirus C35l. 

Las proteínas de capa interna de los rota.~irus no parecen 
jug~r un papel 1mpo,.-tante "'" la indu~ción cJe prolec-c1ón contr.- la 
infección, por lo cual la mayor parte! de los e•;t,,d1cl';; onfocarlos 
;al desarrollo de medidas prr.•vr,ritivas úl..' hé< r.ani\ll~<ldo a la 
caracterización de las dos proteínas de capa e~le!'na VP7 y VPJ, 
••i como de 101> genc1> que las codlfi.c:i\n <9, 13, 17, 19,20). 

El gene 4 de SAll tiene 236'-Z nuc.leotidos <nt', de l.;:irgo y 
contiene un marco "'bierto de? lr•cturrt dr. 2T2fl nt., C?l cual codli1c:a 
por VP3, 1Jna proteina de 776 ~111inoác.idos (3.~), con un poso 
molec.ular de 86 733 dalt<.~nes(d>. El marco ,,t11e··1·t.o de lC'ct.ura 
empieza en el nuc:leotido 10 y torm1na en el 2~.J7, deJilndo 
w;ec.uencias no tra.d11c:I das en los extremos, ~.· v ·3• de 9 y 25 
nucleotidos, respec:l1v.:Ament.e. Lc1s dos s1lio'=> de corte con 
trip&ina de VP3, los c:ual os so han asoc: i ado al <>umonlo do 1 a 
infectividad de los rolavirus,t."~' ~n '"í• los ,~mínoácido'O 241 y 246. 
Tom•ndo como referencia el pl'lmer sitio de corlo, los dos 
productos de rompimiento con lripsina,VP5 y VPO son de 535(59, 



964 d>, y 2411.26,787 d>, aminoácidos, ,-.,,spL'cllv.imcnte. L.~ 
c:omparac:ión de la socucncia. de amin<J.!iLidCJs t.>n la r·eqion de ror·te 
con trips.in.,_ entre pr,,tC!ina' t"qu1~,1lPntc>s de· •.·i>r·in.: rot.•virtl!; de 
origen humano y anim<ll munst.r· .. i rp.tP l''°" dos ->m1nll~cidos h.\sir:os en 
la!i p01SÍCÍOnen 2/11 y '24/, eEC C?nC01E'flh'i!l1 <>b•,o\ul.,1n1C't1l1? CClí1Servc1dOS, 

apoyando lil imporLinc.iu r¡tH~ el µr1·,1:ro.s.>mionto de é-:;t¡¡ r·eqi6n ptteda 
tener en el procei'>O dL• p¡;,nE•lración del virus"' l« célula hucsped 
( 16, 26) • 

El gene 9, el cual codlf1c.1 por llF'7 en el ··ota'vJrus SAi!, 
tiene 1062 nt de largo-, 1.m,1 SC?C.\lt•111·1 • ab1erl) rlr· lec.tur¡¡ de 978 
nt, la cual codific..._ por· un,:-. l)r-~ de 3:>6 '"'y 37,r)(l(• d de pr-bO 

mol ac:ul ar. Las regi oneos no ti a.d11c "'Lls •:>n 1 oc; C?:: t ,- r1mos ""' y '.': • son 
de 48 y "T,6 nt, rcs.pcct1vMnc-r.tr:-•~'~•1. El an.'d1c1~ de htr.frofob1r1óad 
de la sC?cuencia de ilmino~cidos dc•duc1dil pilr" 1/f"-:' "pi:lrtir rle I;> 
sec:uencia de cDNI'\ C60'.ol, ha mostr¿;cJo de•(; rogiones altMr1ente 
hidrofóbicils en el E»:tr·C?mo amino tP.rm1n.,1 de lil proteinil, rtst.,,s 
dos regiones probablemerd.e c:orrespondE:>n al pópticlo lídc..>r y-~ la 
zona de anc:laje de VP7 a membrilnas coltdarcs <66,7•)l. El anál1'i.is 
do la secuencia de <'.minot<e1dos de:· ~Jf-'7 mucstra solo un s1t10 
potencial para unión de carboh1dralou, DI cual se oncuentra la 
a&parragina en posición 69. 

La utilización de anlicucrpoL monoclon«leL en ensavon de 
neutralización !.O y_il,_~µ c:n,:G.32,3?·,:.14), o do prut.occ:ió11 \.() ''!''º 
(35), ha demostrado inoqulvoc:amente la presenr1" de C?p!tope~ d~ 
neutralización de li\ infccllv1cloi1d viral en l.._s prot·ein¿>.s VP3 
(32,68) y VF'7 <27,28,:::3,:".4), Dy1ll -Smit.h y coL•t,oradoros C49l, 
secuenciaron virus ffiL•tdf1l<''- q11e ll,1bi.>r1 s1dc1 sclc·r.c:ion<"dos pc1r su 
resistencia a la neut.ral1~ilc1ón c.011 "nt1cL1erpos mnnoclon;ile•s 
neutralizantes. 4sto les permitió establecer la presencia de tres 
epítopes neutralizantes d1sl.inlo;; dnnt.ro de la gl1c.oprolel11a 'JP7. 
De e•tos epitopcs, denominados A, B y C lam1noácidos 87 al 
96,145-150 y 211-223 de la secuencia para la VP7 de 
SA11,re11pectivamentc>, el !?pitope r: piH·ecP. sl?r el de m<1yor 
relevanci.1, Y"- que mutac:ion&s on .,.r,te provoc.>r1 1tna p~rdiclc1 de 
ha5ta 1(1 veces del potencial 11eutral1;~,,tlor de un suerc• anl1v1r,1l 
policlonal. El uso de manocloncili;,s ho1 permitido tambien afirmar 
el papel de la l/F'3 como posible responsable de las 
n•utr.alii.aciones; heterotípicas (68). 

En el laboratorio sc ha trabajado par.,.lclamcnlc con las 
proteina6 VP3 y VF'7 en busqueda de 1nmunógenos µ~ra cstablcc.er 
una adecL1ada protección contr·a l.i 111fcr.c1ó11 poi· rotav1rL1s.S•' t1•n 
explorado das avenidas mEJlodológicas pr·inc.ipal1111?11tC?: la síntesis 
química de péptidos de regiones relevantes de órt.as proteínas y 
la expre6ión de éstas e~ vehlculos procariotC?s. 



s Hll es 1 "' ne l ,, 'IP7 l'·I <;{\ 1 1 [ M n1"'IL f[F 1 (\ 

¡,.,.,, ~¡enn·z '1 '7 del ratavin1s dP simio SAi!, 
habi:'f 1do prriv1,1H1r·r1tf.' tlOi1i1doL v ~ccut?nciado~ 

l .11111 .... d t,Jt 1 o. -::- ·~ ut 1 i 1 • H n11 P.lt" ~ JtJf "f1n1 I 1 i:;i ntc·~:;i s 

'i:t·l~c •. ir11·,-idcu..= li•.::- 1·:~~· ;•rL1t•·i1l~t: 111''. .. , \Jf7 ('11 lJ.~ctciri,1 

c.oni-,tr111tié1fl (11'•1 ., t(1f dt:' <?•:¡itP'."'•6·1 p.:.tr-:1 13 lJp·7 

~!.-~~l! ~·- ~-:=-q 1 H."1h~1l1:· 1 L·¡·, 1 .... FlQLW-1 l. 

los cuales 
c>n nuestrn 

de roq1ones 
f. ?5, Lb) . l ~ 
de SAi 1 en 

,:·, P··"·tir .Ir•! ... ctor pllMi"\ 9·~7, li' VP7 so sintc:>tiza como un 
pruchirtu riE' f1•~~1ti•1 r:r111 1:. B·f..l·11 ... ct.o~irt:-~l•' h21r_lr?rian~. lo que 
.)1,•mr.•f t,¡ ~·t ru:i1"lh11Jj_:~d r•r1 ,..,.·tr c111·r1_1i::ir11 .. 1n1r=.mc•. adE'mAs de permitir 
1..1na ~r1:;r1t) 1:·;c.•lf)rC1111 d•.:clnn~1i·,rr:ocu111blílJntv~. 'I fac1lit::Jr el 
pr L'.JCt:·-:. rJ dL· p'tr 1 Í 1 1 .•<. 1 1'.•f1 ( "',(1 \, 

Sr• t,._. r""í"-'~1.,rk· '1''" L• rc·n1.~11 h1d<:•rofóh1c,1 en el crntremo N .. · 
t 1_! .. IT\Íf1)il de• 1.Js ql1•·1~Jf1JtPífl.l'== r•11c,lriotos, l::i C.\l·~l func1on3 c:omo 
pl•ptidC1 •;(•r,~1 f1•1:• t• •flt:í">rtP t.· tr_1-.-(-'~- dt? rc.•liC\.l\Cl CnLit1p};\t;HilC:O• 

puL"!<::> , . ., ]PI .d · • 'l..1 '.Jl1 u.•1 !'r>l11<1o ~' esto, se dC?r:iclió 
~l Jm111_,, c•11 l c,., .• _.t f \.et 1 ( 1 r1 dr>l 'l'l t c1t· p,:u ;l J ~:¡ r!:·pret;16n de l~ 

'JF'7 -:l l J 1 oq1 ·~11 r.Jl•i ·-P-''~'· qi•l? cod1f1 e·;.. pnr 1{.Js 67 amino-~cidns de 
l:,. ,- c·u J ó1·1 n.1111 rtL· t 1:,.. i 1r·,'1 J1. l pr' ·. •h1..: t_ u pr- 1u1,1r1 o da t.r-aduc:c i ón dp 
1a. q~t11;prnlclt11, l._. ... 11:tiC··- 11Jfllú '....C' n1tHH·1onn int.f?riormonte 
(ur·m,:'I' i1:•r tl .. (lP l d 11s r 1•c11ur11·~·· 1il *.t"1mc1ntr: h1drof6biC:1J.S. Sin 
t::·mb.Jt*"'• ,,._. ·.:;•.> !11 ,¡, ... ,,¡f., 1¡'•1• \.n• •:l procp~;am1c•r1to intr:tr:C?luli:lr 
nc1r11,;.l j. l '?. 11 r· . t1·•1! ·e· ti•· pl11 lpl•ptido dl'.' 1i:,(1(ll d,,ltC1nes rJel 
r.i trc.1 .•1 ·n.·nn, prH :1 ·11·'· IJ'1d,.d,lt~11n.•ít*1' snlu ·:-.P h:.ty·3n qu1t.3do 1'5 
t•mi 1n.~n 1 1~·)~ Jr i _, 1 •J{'.•' 1 ._1 n t 1.,r1r11 ''f'l di:- l i• pr-()tci n~i mudut·,'l 
<:"',.?). ,·, ·:..u -1•·:·. r·11 ,_.J r··ttL·mt_, C·)tbn~:ilo tl:'rm1ni'l t:;P qtlif:ó la 
r-E'·CJlÓr dt·l llf·11c q1tt ,rl1f1c¿:\ í':~,-,~ lo-:- i'.llt1rt1n~ ·.~6 amino~cidos, 

pJ.r .. 1 .~·~• fL,~1on.H l1J 'l)f1 l .1 ~··n.::1fll·) L:'l~tr:·r"i..J.n"J<3l) 

Cl 
nl:.•ulr .• 1 J 

up7 l~r.~ 

prcJrh1~tn ! ,br1ll'', ·.:·1?r1cr:1Du l"Cd!tii--nP lo~. trer; epit'opc~ do 
,tC i 1'111 dc1 111 1, ur l ·11~1ur l .nh l."\ rtr:.••::ir.r 1 t CJS hi.tSt. -3 .:lflOf" :1 p-=-.r a 

v qut:• • º'''r' t·nd1··11 l 1.\':: ,.. (.'O i 1 1tH.:-r+ dt. .... 1 o•:-. ami noác 1 dos 87 al 
96. l •15 .• l 150 y 211 l 1 

r11t~ndo <~c.· flt1~1l1~;tn Pr• Qf.>}C~ dl' pC1li!1.Crtll\f'fllda }LlS prot.cinas 
'ñinl.,·t.1-:~dii; pCJr 1\.1<~ L~·l11l·l'-·· tic- e.col! q1u-· r:11nt1r.•n•.:sn ol plJMA q3z 
ltJ,...:-111.··:i dc·J p~ 11rJ111 1 ·; {.'·qic·r ..rJo ¡f." 1 ·t') •·c.t, .\p·J.roct:'"} et.ro da monor 

µr.•L\1 :111-lr·1.t1} -.,- <J1'1 J í\,,··! Cl'~'l fJr1ibf1hlc111f•nt.c cor-1·~~t;punclc· ~l 

ín1c1~· h· tr.Hl•1C1.1·~·· r·~1 •.d\ 1:•11J',!1 111t.r::'r110 ('fl la. sncuancia 
<:c:1d1 f i~.r·(1<,r;. p?t.¡ ~· ~. 1 1· t~' t'f; p1 (1d~11 1 o 1~mp1C":v pr·.;.1h,1blemc:ntc C!n la 
moti ur11 • 2ci··-; dt' ! ' ';f!C111:111 l.¡ ·I! '. 1r··1 ..., ·."te ,)b J on el coUón de 
~···r.'ld1 1\'1r1 lle· r; n·I .r,~.·.'-,, ,.. J.:1 \t11·~·) de ~f;to~ dtJE po.l1pt--ptido~ 

~·fl ~:1·'· tizJ1l t-·~1 •i •111c ~··¡ir 1}':>L•1:I ::-n ·.-.\prrJ~:i1n.;:Hf·Jml:'nt.c- nnlre 
f·l '.h·· · 1•; ·t 1i. t, '-•l ~i· ., t~~t tt'·r 1:· ··:.1>. v pllC"dt,;·r\ ser 
{;'l)fl'-l' •,l•J'JL q:.:1 J,·•:l.!J.d;d1~ -·'~ ~.llJ\;lt>d.H1C· 1~ ÍÍf~ÍCo:l.S (paso 

trH:.i1•.•1 1,\ 1.,,! .. ·1·.,.; 1:-•rJ" ,<.., tit( J1',r.1i~. 1, c·~'~)l1C1~ in11Pr1to !' s.u~t1-.::tlos 

th: l.~ !"1 'J.d • 1 l;•t ~JfPJI ! ,1\l t;q:f '! pu~ ln•~ l •. ·•Pf'fJCIS.) • 
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F"1g. I. Represonl3ci ón o-.quom.\tlc.a de los p.1•.n'i 1nvoli.crados en la 
Clln'itr utc16n de· loe. p\.\r,midof.' de> c"prc.'f•ló" P"'" 1:1 gc>nt:' VP7 del 
ro~iJYl ... l''i de f~1m1n 'ji''lll. (\bruviJ.ciurH .. ~·:B·q,t,tJ q3lactor;1dat5~;lac 
pu2·,¡,, .. 1nir>ntc• lrttric.i'dO do! ,,.nq111l•rtlo l.?\;Pf.··.L.:cnzimi'S dE.' 
ru~lr H:t'l<-Hl :P, l'stt: l"I, "c:r:T:E. r::r·r;f>T;ll, ! 1ncl l;S, Sm.1!.Regionas 
puntc•ilrJ.>~.. i:r.:r1.1unc1 af. d~l !JE'r:- ·I en el vector 
plJC8;r·oq1onee'i r:iy·ld:.t.'.i, r-ogi·~n r-12g11l 1l 1 ;r 1 .' ,,, Jp•:r11n i!:'~:rogiones 
bl.lflC:·~s. socuenc.1-:)S del qone VP7:rt.ttJl'-"JllO~ ·:~0111fJrt::iiJda'S, socuencias 
d~l CJI?!"' Ü·"CJ••l C!f\ el vl.clor plJC'J07l:Llotilc 1111~·.:., ,;ec11vnc!as de 

PBR322 un el vector pUC8. 
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Fig.'2. La proteína híbrida VP7-Flgal y SU6 secuencia6 de unión. (Al 
Reprvsentilción gr.Hicil del producto do fusión esperado entre la 
VP7 do SAll la D-gAI de ~L'9Li•l.a harra blanca superior 
repre~onta a la proteína VP7 como producto primario de 
tr.Jducci•~n. <B> GocucmcL-.. de Jminn~c:idos < y lil secuencia. 
nw;lE'tllídic.a. cndifi(.aclnr;> do lar. t.rc!!'. regiones dc la proteína. 
f.lni:u;:njr,1<1.lS t;,>fl el 1nc1·;0 <A 1 • Los numeras onc.ima de los 
.-..ndnr,,\ciclo..:. repre~ont.L1ra 1,~ posición dc ase aminoácido an la 
prolt>ín.:i origin;:il .lns ;iminoác:ido':i marc;idos con un' punto fueron 
d"'IPrm1n.,doE poi· rec11c>nciación directa de los polip~ptidoe; 

purific~dos por cromalogr3f(a rle afinid~d. El triplete ATG 
ericu<Hfr,odc• m111•strc• cd pocihlc> '°i\:io inlc,,·110 de inici<JciOn de la 
traducción dol mnnsoljer-o híbrido, l.o-;; nuclc6lirJos e>nc.u3dr"'dos con 
una l ¡ 111:;_, punl e>ad<.• delimitan un posible sitio de unión a 
ribosomas de óste mt>nsaJero. 
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OBJETIVO 

El objetivo gerwr.JI úe dste trabajo es al caracterizar la 
presencia de sitios funrionalD~ de la qlicoproteina de capa 
e>:terna VP7 del rati!viruo:; de simio SAll 011 €'1 polipópt.1do híbrido 
VP7-B-galactosidasP slntPlizado nn ~i~bgri~hll ~oti y evaluar la 
potencialidad de éste producto como inductor de protección contra 
la diarrea causada por rotavirus. 

Los sitios funcionales que se pretenden analizar son los 
epitopes de neutralización y aquellos 1nvolu~rados en la 
adsorción del virus a la célula huesped. 

Para lograr lo anterior es necesario cumplir con los 
•iguientes objetivos espec!ficos: 

al Establecer un método de enriquacimiento para la proteína 
d• fusión. 

bl Obtener la proteína híbrida en estada soluble. 

el Montar un ensayo que permita al .~nál i sis 
competencia del rotavirus de simio SAi! con la protaína 
por los receptoras para el virus en células MA104. 

de la 
hibrlda 

dl Determinar 1.1 capacidad de la proteina VP7-a-
galactosidasa para inducir anticuerpos noutralizanles para SAll. 

el Establecer la capacidad de la proteína hibrida para 
••nsibilizar la respuesta inmune. 

fl Determinar !tt especificidad de Gcrotipo de lo~ 
anticuerpo~ neutralizantes inducidos por la proteina de fusión. 
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M~TEPinLES Y METDDOS 

'\iIRUS: El rotavirus de simio SAll fue obtenido originalmente 
del Dr. H.H. MC>lherbe de la Universidad r.:le Texas.Los rotaviru& 
aislados de humano, Wa y ST3, fueron donados por el Dr. Y.Hoshino 
del N.f.H. (\ilashington>. Los virus ne crecieron en c1Hula& 
epiteliales do rlnon de mono. MA1~4. y fueron purificados de 
.acuerdo al protocolc1 dPsc:r- i t.o anteriormente ( 16>. Brevemente, las 
c~lulas infectadas se extraJrnon con triclorotrtfluoroetano 
Cfreónl durante 30 min, con agitación fuerte, para romper las 
membranas celulares y podor 11berar las p~rticulas virales del 
interior de la células. Las fases se separaron por centrifugación 
durante 30 mina 10,000 Xga 4°r: la f3se acuosa, donde e~ta el 
virus, se separó y se le agr•gó polietllenglicol al 50 X hasta 
obtener una concontr3clón final del AX. La muestra se incubó toda 
la noche a 4 C par.~ precipit<ir el virus. Posteriormente, se 
centrifugó a 11),(11)1) X g por 21) mina 4 ° C para bilJar las 
partículas virales precipitada~. El Gedimento se resuspendió en 
0.3 mi de solución amortiqu~dora TSM <trizma base 0.05 Mt NaCl 
Q, 15 M, MgCl-zÍ) O.OIX pH 8.11>. L.a muni:;tra rcEut:pendida se mezcló 
con una solución deo CsCl con 11na dcmsidad de 1.36 g/cm:;)@ y se 
centrifugó a eqL1ilihrio (10(•,(1(11) >:gdurante 10 hrsl. DespuéG 
de la centrifugación, se colocto la banda opalescente observada y 
s• analizó su composición por electroforesis en un gel de SOS
poliacrilamida lOX. El virus purificado se concentró por medio de 
ultracentrifugación a 180,000 x g por dos hrs a 4 C, y el botón 
se resuspendió en solución TS<trizma base O.OSM, NaCl 0.1SM pH 
0.4>, y se guardó a 11°C hasta nu uso. 

CEPAS BACTERIANAS: La cepa MX614 lª~-g[Q,gªls.11~-68,tbl 
d• ~~ ~Qil fue amablemente proporcionada por el Dr. F. 
Ba&tarrachea de l~ UNAM. Esta cepa es constitutiva para la 
•xpres!ón de ganes bajo el control del promotor de lac. 

ENRIQUECIMIENTO DE LA PROTElMA HIBRJOA: La cepa MX614 
transformada con el plismido pUMA 93Z <Fig.ll sintetiza 
constitutivamente> 1<1 proteína di? fusión VP7-Bgalactosidasa 
<Fig.2) la cual lleq<J a constituir· aprm:imadamente dol 2 al 3 
por·ciento de la proteína total bacteriana. La proteína se puede 
enriquecer alrededor de ~ veces mediante repetidas 



centrifug<1cioner, " tiaJ,, velocidc'd del lisado bacteriano 
(37>.Brevemonte; las bacteria= recombinantes se colectan por 
centrifugacion a 4000 X g durante 10 min a 4 C, y se resuspenden 
en 1/10 del volumrcm inicial de TEN <50 mM Tris pH 7.5, 0.5mM 
EDTA, 0.3 M NaCl >. y se incuba 15 minen hielo con lmg/ml de 
lisozima. Posteriormente, se agreq~ NP-40 a una concentración 
final do 0.5 l. y so incuba 10 min P.n hielo. Al terminar aste 
periodo, se le M;¡reqa a le' <Toue¡,t_ra 1/6 del volumen iniciBI de 1.5 
M de MaCI, 12mM de MqCl:i·f 2 ug/nol cJe ONAusa I, y se agita &obro 
hielo por 1 hr. Po1teriormente, se centrifuga a 4000 xg durante 
15 min a 4 C, y el maturial del boton se lava tres veces con TEN 
para finillmente ser resuspendiclo c>n 1m volumen apropiado de TEN. 
La cuantificaciOn de proteína total bacteriana se estableció por 
el m~todo de Lo~ir y C~Ol. l" dC?termi nación do la cantidad 
correspondiente a la protelna de fusiOn en cada paso del 
enriquecimiento se realizó c>~tableciendo la proporcibn de la 
protolna híbrida con respecto a las proteínas totales por 
deEitometria a 550 nm, do los goles de poliacrilamida teKidos con 
azul de Coomasi e <ver i ne! so GELES> < 41)). .. . .. 

ELECTROFORESIS EN GEi.ES OF POLIACRILAMIDA: Las muestras fueron 
analizadas en geles do acrilamida-bisacrilamida <7.5Y.-
0.2X). Antes de ser aplicadas al gel las muestras fueron 
her vi das por 3 mi n con un vol umon i gua! de amortiguador para 
muestras de Laemmli <41l, y centrifugadas por 5 min en una 

"C:entrífuga Eppm1dorf, para quitar el material insoluble. Los 
geles se tiñeron con é\Zul dt> Cnom.:>sieC41l 6 nitrato de plata 
(42). 

SOLUBILIZACION DE LA PROTEINA HIDRIDA: La proteína hlbrida 
enriquecida, o el extracto control tratado paralelamente, fueron 
eolubillzados por un proceso de desnaturalización I 
renaturalización en condiciono!:; redL1ctoras. Brevemente, las 
muestras se incubaron durante 1 hr a temperatura ambiente en una 
solución de urea 8 molar/buffer B <Trizma base 0.05M,MgCl 
O.OlM,NaCl O.IM> /O. IM D-mercaptoetanol,agitándo con el vortex 
cadii 15 min. Post<::>riormC?nte, las muostras fueron centrifugada• 
por 15 min en una contrif0ga Eppendorf de mesa y las proteínas en 
el sobrenadanle fuaron renaturalizados dializando la urea contra 
buffer B/ O.lM B-mnrcaptoetanol por 16 hrs a 4 C <43l. Las 
muestras recuperadas se centrifugaron 15 minen una centrífuga 
Eppendorf para separar los agregados que pudieran haberse 
reformado al quitar la urea. La eficiencia de solubilización se 
midió determinando la actividad de B-galactosidasa (39) 
rocuperada en ol sobr~nad~nte. 
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ANALISIS EN GRADIENlr DC SACAROSA: L.as muestras solubiliz•d•& 
so corriaron a 4 C en gradientes do sar.arosa del 10 al 25Y., 
dur•nte 8 hrs a 40,000 rpm en un rotor SW40 de un• 
ultracentrífuga Beckman. OospuAs de la corrida los gradiontos •• 
colectaron en fracciunes do 0.3 mi y so determinó la actividad de 
B .. gal actosi das a en e; _ida un l dl~ 1 1s fr acci enes obtani das. En tubos 
separados se corrieron simultáneamente controles de peso 
molecular. En nuestro caso utilizamos a la B-galactosidasa nativa 
<monómero de 118 000 de pesn molecular y tetrámero de 480 000) , 
y •la fosfatasa alcnlina de intestino da borrego < monómero de 
114 000 de peso molecular> local izada también por su actividad 
(44). Los picos do actividad, asl como divisiones equivalentes 
en volumen del rc~to del gr~dionte, se colectaron y se 
dializaron 2 hrs contra buffer 8/ •).IH B-mercaptoetanol, y 
posteriormente 2 hrm contra agua destilada todo a temperatura 
ambienta. Las muestras di3lizado3s se concentraron alrededor de 
300 veces en una evaporadora Savant, v &e guardaron a -20 C ha&ta 
su posterior análisis en gel SDS·poli.ilc:rilamida al 7.5Y.. 

ANALISIS DEI OESPRENDHtlENTO DF 1 A MONOCAPA CELULAR EN PRESENCIA 
DE B-MERCAPTOETANOL1 El buffur B con diluciones 1:2 de una 
concentración in!ci~l de O.? M de D-marcaptoetanol se utiliza 
p;ara dí.h1ir- al ruL .. virus S~1il. Sn utilizaron 50 ul de cada 
dilución para Infectar cólulas MA104 de acuerdo al protocolo 
descrito on ol ENSl'\YO OE NElJTRALIZACION. El di:n¡prendimiento 
celular y la infectividad del rotavirus en cada condición se 

· ·éhft"e.r'inin.ari .. por observación en un microscopio invertido de 
contra~te de fase. 

EMSAVO DE COMPETENCIA: Cólul a<:' MA104 crecidas en monocapa en 
cajas de pl~stico do 96 pozos fueron incubadas 15 min a 4 c y 
posteriormente lavadas con PDS <NaCl 0.15M ,fosfatos de sodio 
0.01M) a 4 c. Subsecuentemente se incubaron durante 1 hr a 4 C 

·t:on un.a cantidad con!!tante de partlculas virales de SA11 en 
buffer B/0.05 M 8-mercaptoetanol o distintas concentraciones de 
la protelna control solublllzada c:on el mismo amortiguador. El 
rosto dt!I protocolo ccii ne i de con el ENSAYO DE NEUTRAL I ZACIDN. 
Para el an~lisis final se toma como 100% a la cantidad de cblulas 
infectadas en los pozos en los cuales no ~e adicionó la protaína. 

I NMUN I Z AC IONES: 
semanas di? edad. 

Se> td ilizarrm r,üones fJalb/c machos de 7 a 9 
En el diA 0 do cada protocolo de inmunización 
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~e anali:aron lnE t-uc.ro.: de- lo!' r.:iloneE por el método de 
neutr;ilización on pl•CJ, p¿.ra n::cluir la presencia de lnticuerpo'iii 
ncutrali~anteE. anti-Sflll que· tuv1G>ran un titulo mayor de l/!'iO. F.n 
ol c;iso del primer protocolo, tambion sa buscó la prC?sancia da 
anticuerpos inhibiJores de la humaglutinaci6n tomando igualmente 
como límite mayor d·:' exclusión un titulo de J/50. Los ratones qua 
cumplieron éstos crilcrioE fueron inoculados subcutáneamente con 
200 ul dC? un,-i emL1l si ón vol /vol rk> ant l geno y adyuvant12. En todos 
los protocolan, mrnn!' r:..n lof, q11e se:> especifique lo cnntr•n·io, la 
primora inmunización fue con adyuvanto completo de Freund y la'iii 
~ubsecuentes con adyuv~nte incompleto. Los ratone& fueron 

.$angrados a los tiempos indicados y los sueros obtenidos fueron 
inactivado~ por 30 mln a 60°C,y rcntrifugados 10 m!n en una 
centrifuga Eppendorf de mesa para rAmovor cualquier re'iiiiduo da 
células sanguineaa. loE sueros asi procesados se guardaron a 4 C 
hasta sor utilizndos. 

ENSAYO DE NEUTRnLIZACION: Los titulo~ de anticuorpos 
neutralizantQs en los sunros de los ratones se determinaron por 
-~l m~todo de Shaw 1~6>. En la fiqura 3 se esquematizan los pd&O• 
de éste método. El titulo de n1:>utr,1lizacion se dofinió como el 
inverso d~ le dilucion del eucro neccmari~ para reducir en por lo 
monos un 60~ el número d~ cólulas infectadas, al compararse con 
1011 pozos controle:;, C'n los cuales r.c utilizó PBS en lugar de 
suaro, i.e., 100'l. de infect.ivida1j-=O'l. ni~utralización. 

lNHIBlCJON OE !A llCMíiOl.llTHh'\ClON: Cada muestra de &uero 
dllui'3a serialmenta en PBS/0.2Y. RSA «:dbumina sórica de coneJo>, 
fue mezclada c·on un volum<?n iql•al dG' ~stc dill1yE'nte conteniendo 
cuatro unidades hemaqlutinantes de! virus SA11. A 50 ul de ésta 
mezcla se le adicionaron 50 ul de eritrocitos humanos tipo O al 
0.4X en PDS/0.2Y. RSA. La inhibición de la homaglutinación fua 
evalu•da a lo~ 90 min de incubación a temperatura ambiente. 

ESTADISTICA: Las diferencias entre los valores de las medias 
(de titulas neutralizantes, de inhibición de hemaglutinación, de 
indice? de competencia> do sueros o protolnas controles y sueros o 
proleínae expcrimcntales en los distintos en&ayos fueron 
11><aminadas utilizando la• dio;;tribucionos de tipo t, con la• 
rostriccione~ de que las varianzaG de las poblacione5 fueran 
iguales, las muestras pequeff~s <n < 30>, las poblaciones 
normal1ncnt.e distribuida!:. y la er desconocida 1117>. 

12. 



ENSAYO DE NF.UTRAL.IZACION DE LA INFECClON VIRAL 

EXPERIMENTAL CONTROL 

Incubación de l.;is diluciones del 
-~uero problema eso ul l con Gl virus 

(50 ul de lisadol 

Incubación del virus 
C50 ul de lisadol con 
PBS 

./ 

Adsorción de las partlculas 
~irales no neutralizadas a 
cólulas crecidas en monocapa 

1~ hrs de incubación a 37 e 
<un ciclo de replicación viral> 

Revelado de las células 
infectadas con anticuerpos 
~nti-virus : proteína A unida 
a peroxid•s• 1 un sustrato 
precipitable de la peroxidasa 

El título de anticuerpos 
neutralizantee del suero 
analizado, se define como 
la dilución de óste a la 
cual •~neutraliza cuando 
meno& el 60 % de la 
infectivid,ad viral 

El numero de c•lulas 
infectadas se toma 
como el 100 X de 
infectividad viral 
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ENRIQUECIMIENTO DE LA PROTEINA VP7-0-GALACTOBIDASA 

Inicialmente se axploró la posibilidad de purificar a l• 
proteina híbrida R partir de un cultivo de bacterias crecido 
h,istil l• t'lse e·i.tilC1onar1;i, ut.1l1zando una columna de afinidad 
pilra l~ ri-galacl.oi;1tl«f'•' 1·~0>. Almqw:• ócte procedimiento, aplicado 
roµetidas vece~. enriQuecia considerablomento a los dos 
pol1íl~fltldo'G 1--íbridoi;, l;; c.>nt.idc\d recuperada or<1 insuficiente 
para re·•l1~ar un est.11d11.:l do sus propifldades inmunológicas. 

F·ur lo aritE'rior. y p,,rtiendo de lil observación do que gran 
parte rle 1 acl1viddd de B·qalactosidaua permanecía on una de las 
pa,,l1lL•,; de do!Oecho reE1dtiH1tr.> t1C? un.:> centrifugación a baja 
»'Olot:.HLld on el pr•ll:oc:CJlo inici.11 do purificación por afinidad, 
d¡,,cid1mo~ i!.proveoct1e<r ó~'lii «p<>rcn\c insolubilidad para enriquecer 
a la ptotoina hlbr1da. 

Siguiendo ol protocolo descrito por l<leid ot al. <37, ver 
MATERtnLES Y METOOOSl, pudimos obtener hasta 40 mg de los 
pol1ptpl1dos hibrido& pcr litro d~ medio de cultivo, 
enriqueciéndose cada uno do olios hasta representar 
é.lpro::im.Hlamenle un 15'/, de l,~s proteinas totales 
bacterianas <rig.4). AdomAs de las do~ protolnas hlbridas tambien 
obsorv6mu• el enr1quecimiento de un tercer polipóptido de 
alrededor de 135 kd de poso molecul3r. 

60LUl3 I LI Z AC ION 

Aunque la in~olubilidad de la proteína hibrida permitió el 
pothu t:nriquecerla cqn un protocolo sencillo, los o>:perfmentos de 
compet .. •nc:1a requerí.•11 que- a&l2 est<.1vie1·a en forma soluble. 

Marchosi (<13) h~1bi<l obuwrvaclo que la D-galactosidasa nativa 
tondia a formar agrngadoe multiméricos que podian dipersarse al 
<,;er lt llitdo~ con •11·ea, y que dospuós de quit.jr la urea por 
dllll1iE conlrd un ~mortiguador con B-mercaptoetanol, la forma 
qtJe SI;' ·101 ·da prodomi11;;tnle (<75%) 1?ra l • tetramérica. 

Siguiendo úEla ob&c .. rv<.1c:16n, decidimos probar si la proteína 
hibridil podia ser solubilizada con urea y posteriorment& 

l'i 
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FIQ.4 <Al AnAliEi& en un gel 7.5% de po\iacrilamtda-SOS de loa 
polip•ptido~ de fu5ión enriquecidos por c:entrifugac:ion a baja 
''Clocidi!d. 11) F·roloinci•~ totalc!: de ¡;;,,~Q!.t MX6141plJl1A93Zl, C2) 
Prolel111~ en l;o p.:istill·3 obtonida por ccmtrifL1gac:ion a baja 
Vti'loc1dad del 11-;;ido dt> !;;,_s:;Ql.i MXl.J4<plJMA'?37l. Det:.pues de la 
electrofo1·eeir- r>l qvl f11e t.eí\ido c:nn .'.\~ul de Coomai:ie y analizado 
d1:ms1tom~t.ric3mGnt.o Ld flec:h~ c:ontinL1t.1 mL1<:>str3. el prodllc:to 
es;perado de 1115 1-.d, y la di~cont.inLla el prodL1c:lo de la inic:i;¡.ci6n 
interna. 
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pernumecer soluble 1;\ J,1 ure¡¡ sC? di,•llzab.-. r.nntre1 un amortiguador 
que tuviera B-merc:aptoot.anol. Oi~.t111t.;i,. cant1d,1<1P.s del·~ prot.eln;a 
híbrida en1·iqL1E?Cic1<'< !'.r:> tr-ati\rcm cnn 1.1ro,1 y luego EC diali;!aron 
contra un 3.mort 1 guador con 8 ·morc:aptoetanol <). IM <58>. Los 
resultados d~ un experimento rnpresente1tivo mostrando la 
solubilización de VP7-B-g~lac:to'3idasil se prosDntan en la Tabla I. 

91 comparamos entro C:i'\nt.idadr~s e>quiv;dt'ntc.•E de prote>ina 
híbrida qui? fuuron o na t.r.\t.¡¡d¿¡•; c:nn •trE>·~ Tabla f: 
experimentales contra controle&>, no~ d~moe cunnt" que ~ele 

trat;imlento nos puodo aumont.11 fl.¡¡o:;ta 25•) .,ecos l,;i r.•lntidad de 
VP7-El···galactoc:idas.l 5olllt>lc·. lndepnndientomr-11tE· .•la C.l.ntid<>d de 
proteln,1 híbrida ~olub1li~.ada i111c.1almonto con urea, la 
concf'ntración má:dma de \1 P7-ü··gal<1ctoE1dil~.a q1H~ so manluvo 
soluble de~pu•g de dializ;ir 1.1 urr>;i., fue do 67 uq/ml. 

Debido a que para los nxporimontos do rompctoncia tendriamos 
qu• usar a la VP7-8-galactosid•~a en prusenciil de B
mercaptoetanol, probamo& el efecto de éste ¡¡gente reductor sobre 
la •stabilidad de lit monoc¡¡p,1 de cél11las en cultivo, y sobrri la 
infectividad viral. t~lo~ dos ofectoa Sfü anali~an en un ensayo de 
inmunoperoxidasa, como se de~cribe en MATERIALES Y METOOOS. 

Se observó que el B-mRrcaptonlanol C:i>uma de5prendimiento 
celular a concentraciones iguales o mayores il o. lM v no altera 
l• inf•ctlvidad viral a ninguna de la~ conccntracione~ probadas 
(la m6xima concentración probada fue de 0.2Ml. 

Ya que loa reaultados reportados en la Tabla fueron 
obtonido~ utilizando O. lM B-mercaptoetanol en ol buffer de 
di.Hii,ie, concentración que pr¡1 dem,1si<1do <>lt<" pari\ '"er utill~ada 
en lo~ exparimanto11 de competanr.1a, exploramos el efecto da 
concentraciones decrecientes de B-mercnptoetanol en la 
solubilizaciOn d& VP7-B-galactosidasa, partiendo de 160 ug/ml de 
la proteána de fusión (Tabla II>. 

Como podemos apreciar, con 
loqramos una solubilizaciOn por lo 
loqrada con o.IN. Debido a osto, 
proteína• •olubilizadaú con urea se 
B/O.OSM B-m•rcapto•tanol. 

0.05M ne 8-mercaptoet3nol 
mono~ equivillente él la 

de aqui en ad el ante, 1 as 
dializaron contra buffer 

ANALISIS DEL ESTADO DE AGREGACION DE LA PROTEINA HIBRIDA 
SOLUBILIZADA 

Para conocer el estado de agregación de la proteinil híbrida 
solubiliz•d•, l•s muentr3~, después de haber sido trat•das con 
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TABLA t. Solubillzación 
fil•l •cto-.i das a. 

de la proteína. hibrid• VP7 -B-

;-----------------------------b-------------~----------------d---

CONCENTRACION ACTIVIDAO ACTIVIDAD ACTIVIDAD 
INICIAL DE INICIAL DE TOTAL DE LA EM EL 
VP7·-[i-g;il < ug/ml > 

6 
18 
54 
H!~ 
496 

o 
Controles 

• 

18 
162 

Ft·-gal 

l. 47 
9.59 
28.44 
111 ... ~ 
287.8 

9.59 
1ll.9 

MUESTRA 
DIALIZADA 

1. ~8 
4.76 
9.69 
1h~ 
72.9 

0.98 
3.72 

SO DRENA DANTE 
DE LA MUESTRA 
DIALIZADA 

1. 11 
5.25 
0. 11 
!!~d? 
39.9 

0.02 
3.68 

Conc'1ntracl6n inicial Golubillzadél de la proteína VP7·-B-
Qill.JctO!Jldasa. L.a cantidi\d Inicial de 'JP7-0·-galacto!iida11ai 
solubilizada Ge calculó conG1derando que repreGonta 
.iproxim.ldJ.mentL' un 15Y. del tnt.111 de la protetna híbrida 
<?nriq111.i'.1da l'.'oll, l.- c:nncentrarión dt? la cual fue a Gu vez 
determ¡n1dJ. por RI método de Lowry 1301. 

b 
Actividad total lpautilla y sobrenadante> inicial de B-

g.-lilclos.ic1'11s'I en la muest.ri\ al inicio del protocolo de 
-sc1lutfiliu1ci6n. lln.i 11riicli1d de actividad de l1·-galactosldaGa. se 
defin11 1:01110 l" canl1d·Jd •1e enzimi.I q11a hidroliza un nmol de ONPG 
<o .. ·ni trol t.>nl l ft··O-g,11 -:u:t.op1 ranóc,i do> hi drol i zadoi>/min/ml (a9l. 

e 
Actividad d• D-gnlmcto•idasa en la mu~stra dnspue6 de l• 

rliUi-sis p;ff3 eli1n1n,v la urea lver Ml'ITERIALES Y METOOOS, lncl!iO 
SOi IJ[I t L 1 ~ f\C ION l • 

d 
Act i \'i d<1d de B··g;d i\C \ or.i el,,., a 

df~ 1.1 c:o11tr·1fuq·1c11h1 post.rwior 
~1ETODOS, 1 11c. í se• SOLI llJ 1L1 ZAC ION>. 

en el ~ohrenadante recuperado 
a la di~li~is <ver MATERIALES Y 

e 
M11t•~I ,...... q11r. no f11c.•1·nr1 tr,-i.ti'd.:i.s con urea. pero c:omparti eren el 

rec,tc¡ t1l~l prol')llllcJ d•! s;cil11b1lizac10n cnn las muestra• 
fl.>;<per 1111.:;·nt ;,l l.!\:.. 

\'7 



TABLA JJ. Efecto de la concentración de D-mercaptoetanol sobre In 
solubilizacion de VP7-B-galactosidasa. 

a 
tB-mercaptoetanollM 

0.012!5 
0.025 
0.05 
0.1 

• 

Actividad de B-galactosidasa 
en sobr anadante 

26.7 
52.2 
125.6 
105.5 

h 

Concantracion de B-mercaptoctanol que se mantuvo a travós de 
todo al protocolo de solubilizacion <ver MATERIALES Y METODOSl. 

b 
Actividl\d de B-gall\ct.osidasa rr.cupE'ri\di\ en for·ma soluble! 

iniciando con un,, c.;inl.irtad " sol11bi 1 izar dP. 162 ug ria 'IP7-B·· 
gaJacto1>id.ar:.a <Ta.bla ll. Una unidad es la cantidad de enzima que 
hidroliza un nmol de OMPG /min/ml (22). 

18 



Ul"l!A y diali.zadai; contra tiuffc:·r El/(>.(•'.)M B--merc:.:1ptm,,t,;~nol, fueron 
analizadas por gradtenta de veloc1dad an sac:aro•a. 'º~resultado~ 
d•l análi11ito de un gri!dlc•nte ruprcnont.:\tivo se muestran en la 
Figura 5. 

Vemos claramentn como la fff1nc1pAI acl1,dd1d dn 13" 
galactosidasa de la prote(na hibr1da comigra con el pico de 
actividad de los tetrAmero'E> C472 kd> de la Et--galactoi;ida•a 
nativa CFig.!5A>. 

En los perfiles de actividad ,tanto do la proteína híbrida 
como de la n.:itiva, aparocr:- un sog•.tnrlo p1r:n da ;ict1 drlad. ttste 
pico comigra, en los grad1entac dn &acarosa, con la actividad do 
fosfatasa alcalina de i.ntnst1no de> becerro de poso molecular de 
140 Kd (51) y cuya forma activa c>s un monómero <Fig.5B>. 

Por lo anterior podemos ~uponor que la protolna hlbrida 
eolubilizada (98 a 99 % de la actividad total recuperada), se 
encuentra on su mayor parte en forma de lntr~moros (del 55 al 
96 XI, y solamente una porción Cdcl 2 al 25%1 se encuentra an 
forma de monómeros. 

L• actividad observada en el pico munor sa debe 
probablemente a la reasociaciOn de monómnros para formar 
t•tr•meros durante el tiempo qun toma el montar el ensayo para la 
dat•cción de la actividad de B-galactosidasa. 

Quisimos tambicn determinar si hablamos solubilizado los dos 
productos híbridos, y si ambos participaban en la formación de 
tetr•maros. Para 6sto las fracciones del gradiente de sacarosa, 

_.divididas como se muestra en el panel A de la Figura 6, fueron 
~nalizadas por electroforésis en geles de acrilamida. 

Como podemos ver, los dos polipóptldos hlbridos se 
solubilizan y ambos participan en la formación de los tetrámeros 
y mantienen una fracción en forma de monómeros. 

INHIBICION DE LA INFECTIVJDAD VIRAL POR COMPETENCIA 

Las evidencias existentes sugieren que es ~ través de la 
proteína VP7 que los rota\irus interaccionan con o¡¡u receptor en 
las ctllulas huesped. Para e>:plorar 1'1 posibilidad de que la 
prote¡na híbrida VP7-B-galacto•idas~ mantuviera en su estructura 
sitios de union al receptor realizamos un nxperimento de 
competencia dire~ta entre el rotavirus de simio SA11 y la 
prot•Lna híbrida por los receptores del virus en células MA104. 
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Fig.5 An41isis por sedimentación on gradiente de sacarosa del 
estado de agregación do la proteina VP7-8-gal. <A> Perfil de 
actividad < o.o. a 420 nm en l~s fracciones de un gradiente de 
iiacarosa del 10 al 25Y. cm el ensayo de [!-gal actosidasa>. <•> 
Perfil de la D-galactosida!>a '.iilvastre. <O> Porfil de la solución 
de proteína híbrida 'Ht1·iqunc1da y solub1liz<1da. La flc.>cha 
sencilla mu1:1stra el pico dE> ,'Ct.ividacJ do los tetrámoros <4.72 kdl 
de íl·-gal,1c:tosidasa. LLI {lecha dobl1:1 muestra el pico menor 
correspondiente probablomonle al munómoro 1118 kd> de ésta misma. 
(Bl <O>Perfil de actividad de la D-galactasidaEa de la proteína 
híbrida enriquecida y solubil1zada, y<•> perfil de actividad 
·(O.O. a 450 nm en el cnsa~·o de actividad de fosfatasa alcalina> 
de la fosfatasa alcalina • La flacha doble muestra la posición de 
los monómeros activan de la fosfatasa alcalina <145 kd). 
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Fig.6 /t')) f"r:iccian1mio11tn cif' l.><> Í"Jrm~<; m11lt1mP.rir.as de la VP'7-
CJL~l4'c.l·:»~ ld~~-':t pr.w· '"l qr ,:. . .J1•.•nft-.. dr:· ~-tlCC\l"'Of:LI del 1(l al ?~·1. , y su 
.H1.\li-;1s r~n (f!lun c¡r,1 7.')~~ rl<'' pol1,1cr1l,1míd3·SDS .Doo;;puos dP. 
C'>rridc• PI OC'·l ~.e· tii",6 L'•>n 1111,-,110 de· pJ,1t.:1. l.or, di!:tintos 
e :.:u~ r i 1 E•-:; c.or r· Ctspondr:·n l C" 31J' ur¡o dP 1 os qr u~-·nr; dni f r 3C e: i nr1es, 
t:'·c:,ptic:if1c:..do~· (•n. l • p¡ut1 •::.Hpcrior de i{\1, l,, flc·ct1i.:\ continua 
muo•:;lr·1 1·3 proh:í113 l•ítir·irLt dt:' t·l"i Id" IJ flc·r.hJ di-.r:rmtinu¿;¡ !:!I 
0L1·u prca.Juclt.J lti tir· r do ,J,-, J tn l 11. lf1) f'or r-c>spclíldf' "' 1 n rntoe~tra 
original a.11tos de o;;1" fr· .•c•.1011,1tl,1 por (•! qr 3d1 onto. 
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Como control -:e· •.1l 111:,1r011 H1 ~ .:•d3 p11rit o can t. i d,,dcs 
"quiv::.dttntt.?S de fJrOtf•\nJ':: de> c.ult ('1'i6l!l 1~~~ Cullf.1~ se 
proce>s3ron ·l trJ,f'!~, de:> Ir:,.-, '"r"ocolo". rlL' r.!lir1q1.1or.imianto y 
solubilización al 1gu<>I tp•C' L1 prott?in,1 'lf·' fl·gAl.Jcto¡¡1dasa. 

l.or-1 r-C..'sultado;,; q111~ ·;,~ rtn .. tC-:-.fr:~r· ·_-n l·:i r.·1q11r.\ 7 tncf\c.:tn que lrl 

pr1?'5enc1"-~ dC' l,1 pr·oteln:"4 hit" ,,1,, 1.·11 •·l er~~P. .... o dG> infPrctón 
dism1nu)t..: l o:;l í.J.nt1{t·Jd rjf.:1 c611d 1~ 1ntoc' 3rf.l::., r:1•1ndu 'i.f .. · m.Jr1f.\ene 
COrt-ilc'"\fl~1:- r·l n1·arw·ro \'\C· pt.Ht1c11l1t~ 'lf:~lc:~,. ,~r:ta lflhlbtctón c.:'~. 

dóc ... is dep~ndtGnto. l_., 1··ainp3;\t ·lC:J '1!l 11i? 11 r.ttr','l O ¡¡c·r1mt.1nl.-:ll t:CJn 1~ 

C.Ltrva contr·ol n1c.,di.lnln el ~-.tuciC'nt tct:.t 1m1c'.:trc.1 en todní: lo 
puntos most.r.:idos 1Jn<1 01 forrtnc1' s1qn1f1c,it1·1,, •JL' con •ina p rJ!? por 
lo nu:iinas p>0.05. 

Con 6 uq/ml ( 11 ,, 1r.-8 M> rlc- I<• prot.i;,rt,, \•¡·;U 9,;l.:>.rto¡1deo~a 
se obti8ne:i una 1nh1b1r.1t:.11 tir.l .. ).·1 ~1• de l~t-=..1 r:~l11l:ts tnfc .. r:.t ··das, 
mie-ntri\S que• Llíld c:.;•nt1di.td c•qu1·,i1\Prctc• dt:• le,~ f•rotC:Ólh1S control 
sol o i nh1 l>o la 1nfC!C".C.1 .~,, •'.·n '-'P'" 1 o•_,,¡ .•1111?11 te un J 1:1·1., L .l pr oto¡ na 
control lr'lCllbít?n íllttf.?'2.lr .. • 1111·1 11·d11hlt1ón CIC' ~lrt?dc::dor do 5<YI., pero 
'iOl.::1111c·nt.v t:•:J11r:1211lrJc1unf1•.; -:olt·l'"..1 (~':?'1,~tJ'•nl, el cJ-Jl:o no Sr-'.' 
ntut.?'Llr.l), lo ql1U pr-ol1r:\hlln1c·nt·t· se- dot\,-::\ t.~ cfr.c:t.or1 1nc:i.·~pccif1co'i. 

Es 1mporl3nl.e> notar q1rn !;-<; r.011•.1?nlr.:ic:1onC?<; Qr>ftc,ir.L:is cr1 la 
abc.js.~ de lL' Figur,-, '/ muclf:.tr-,"ln ),'.\ cc11\t:t:·ntr~~c1üri mol;1r de: \. 1r·7-f.1-
gal aclu'.>id.:•sa indoponcJ1 m1l1:-ino11t.L' di? -~11 oo;t _u1n di! ~qrL'gaci ón. S1 
1:onsideran10G que" 1~ m,i.yor p:,rtc· de J,1 ~Jroteinu hibr1dv se 
enc.uenlra 011 for1T1.1 d1; t.r?l.r.1mor-r;;, l> cnncordrar:1on 1nhib1toria 
efectiv¿\ de VF·7 alH•rr..1 un r ,1r1go lh1f.la .lpro,-.imadi\mcnte c.u.:>tro 
veces menor. 

Se obsnrva tamb16n nn 
la 1nfoclividad v1r.:tl "'l.:is 
bar:tc.ri..\na prepari\c:i611. L,1 
consistonto, amer1tar¡,1 l:.1 
caus<" 11\ fenómC!no. En el 
ese 1 ar ec i mi en to. 

la CllrV:l Control llílé\ f)Otl'ílClaClÓí1 de:> 
c.onr.enlr.lC\OnC?<; nlilS b~jiJ•> r.lc protoína 
ohsc-r vc.,1r. 1 ón c .. r1 E í, de ser- un f c.1nómcno 

bu,.q11od,, del Ltclur bactF.!ri<1nti qua 
per r,i gul 6 su 

La. inlcrprol<•c-1ón 111,\s sencilla p<1ra ¡,, 1nh1b1c:16n dC' Ja 
infecl1v1d;id viral por la 1JP'7·ü q3!JclosidJS·•· ,-,s Cl'•l' l> rr?q16n 
d(' VF'7 cclrrespo11d1cntc ,11 si t.10 di;· 1ntPr _,cr 1 i'ln con el rPceptor 
celular· e~;tá con·;orvad-1 rm lil prot11iri·.> hitirtdd, y ron1p1te r.on el 
virus en s.u un16r1 ,11 receptor dur.:>.ntc lit .~d1,rwc1ón ,1 la ctlul,1. 

I NDUCC ION DE ANTI CUERPOS NEUTHAL I Z t1N !"ES 

El seg1•ndo 
car actor i;: ar en 

i pn de !'. i t. i o~ 
1 a prot.o! n" 

f1111cieonitlc·~ qL•t> no\;; intcrcsilba 
hibridü eran los apitopos de 
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Fig.7 Efecto de l~ nroteina VP7-galact.osidasa sobre la 
infectivld:icJ del SAll.Difercmles cuncentr·3c1on<?'B de (1)) VF'7··8·-
go11lactosidas,1 enriquctida y Ec,lubili;~.Hf,1, r• da 1•> prolrdn,; 
c:ontrol b·:\C:toriana, fueron co1nc1ll1.1rJo·; .~ 4 C con '"'ª c·1nt.idat1 fija 
del viru~ SAJ1 dur,Hite> el pc.-r1odu du ,;d¡,cHtión. El n(1mer-o de 
c:éluli\S 1nfoctadas se C.1h1nl1fi 1.ó pos10.rior-menle por el mi·~mo 

método d~sc.rlto un el an~ayo de neutral 1~.Jción lvcr MAlERIALES Y 
METOOOSl. Los dalos "'"' v;cprus.111 como prJr e 1 iomt.o de 1 a 
inffrlr:li.•tldad control t.on1fü1do ccio10 J(11);: a I<> r .• intidüc1 de célttlilE 
infectadas al c:oincubar .J 1'1'-> c.i'l•tl.l'i con fü''ill y buffer 13/0.05M 
B-mercaptoetanol. 



ne11treli:aclón. P.-.r¿o clr.lo:'rmir1,,r .,-..t• rircc.r.•,,-1<• (' 1 
protocolo de inmun1z3r11~n rp.l1-t · ... •. pt•1.._•1ntJ (~11 l.t 
\..•tiliz;a.rc1n co,110 ir,m•1r,1'.~::c:r·,·:·~ .l l 1 p··otcir1,1 \.'r··; 

enrique-e i cJ l lc:ont.c111 <:>nt1<J :ipr·o,· 1 m.ld·)f!ICHd r• 1.1c1 

r .ib 1 , r 1 J • ~;e 

f_t ·9r11 ;3.C~ lo~ 1 d,'.\&1i'"1 
dr> 1 ·~ por·r.1 ón 

C.OrrCtúJ1C1ndj cnt E: el \Jf··~ Cil l i:-'.~. pr J fhC.•r ,·1f., :) l ncic til ,·1t. I OnC''E> y 31) UCl C?n 

l.as 2 'ilgu1m1les.> y como control 11no1 c•11t1cild nqu1v"1lento dP. 
protai n,, bc"lt-t f.:ir 1 .,n-l pr ne e·~ {HI.\ e on ~.?l rttJ r~mo rir·ot ncol o de 
onrique>r.i~iiont.o q11r, ;.Q •dtl1.'.~ riir.1 ulilv11.,.r el ¡iol1pépt.1c!u do 
-flt~ión. Tamb1~n t;:.f.· int\1.•-.0 11r1 <ir•1pr: dr:· ,· .. 1tonC-'· q11c rcc:ib1t?ron 115 
ug de vir·u,; SAll, C.3íd1rlld ':.•ifli.tC!1ilc p;,,·,. Lerory1 7 ug do lil 
glicoprotein.-. VP7. 

Los resultados de ~·e.te protocolo de· ir1nH1r11z<•c16n se mL1est1·an 
en la figura 8, uor11je pQdC1mos aLsL'«<<,,. que?: 

a> lu prolc.•ir11 h1hritl,• \.'í--1 f1 c:i,d~1ct~H.:1diH::~1 c:31ntatt¡.:lc1C\ 
on I;.!.. ~Q!.i OSl captJ~ de:.:· 1nr!t.1c1r -~nt..\c1101pc..1.,_; nt_.11lr Jl1z.:u1t.oi:i. e.entra. 
SA11, ma.rc:«Hldosc d1ff'r·cPc1~,.= ~-19n1f1c~t1 .. 11-:~. <p~.(,.i',5 rl1 día 
14¡p~(l.•)5 al dia 78, ., p·.(1,r1;•r, c"d día ,,., d&•I prot.ocolo de 
inmunL:<lción dC!sc.r1tc, c-11 1<1 ¡,,¡,¡,, ll!)r.-ntro lo'º titulo!:. 
neulr3ilizclnt.os de s1JQr1)11t- rJi:i r1 .. c11H•:-. 1rinculartt1c-, r:nn VF7--F~-

gal.ictosidae.a y loE t1t•olor. de ilf1t1r.1112rpcc nr.lltr,,l1;:<1nt.es clt' 
sueros de r~tones controle~. 

b) Cua lr o 1nocu1,,,1 onc.c, dando un t nt..'1 
VP7 en su forma df! pr otoí n.1 dú fus1 ·~n por r .1t ''", 
titulo de i'nli.C\tcrpoL nlHJtr,~11::i1n•.l'~ t·q1..11 .. r-lc·t1lr.· il 

obtenidos por inoculdClón •fo:• l-l prcitoinl '!F'1 

di r ec t amen t e d () 1 <1 p ,, r t i e LJ! " " 1 r ,11 1 2 ~ • :-. Li , ~j1 _1 > , 

aproxi m.1d.amrmte oqui val cmt.u<:">. 

dp 71) l!Cl di' 
i ndurC1n 11n 

1 o<: ti tul o!\ 
pur1f1<.:.1d.i 
í.i.'n dósi¡,; 

el l.v pilrticul,; v1r.:>I cu.ter.~ en I<'!:. clós1s dc~,c:r1tas 

on la Tabla III, 1nduco antir.11r..,·pos neut.r·<Jl1z3nt.oo; c;on tina 

proporción aproximadantenle 2(• vec.e~ mayor u. los 1ndLJr.idos por la 
proteína hlbrida. 

ESTABLl::C t M l ENTO DE llMíl HESF'llES1 A 1 NMUMC S!::ClJMDrn;: 1 A 

Tomando en cuent'J los rr:.>sullados obtcm1dos on la sección 
anterior, decidimc•r. .:tnillt<ill' si un .;,umcmlu t?n ¡,, dós10:, de la 
proteína VP7·-B··galactosid3si! pndi'l 1r1duc:1r u11 mc.•ior LilLtlo de 
,,nt1cue·rpos neL•tríllt~ant.f'<;, r\rk·•lh'~ dt·· t'>sto rp;.1iltClri.:i inl12re!:<1nt.e 
evaluar l.i pos11Jtl1d.1d ú<~ qui? r,:itoni:•s pr1;·;1rn1r,nt1 .. 111m11n1z.-dos con 
la proteín¿:.. h\brldi~ pud1orc."if"I rc-€puncltr' de:· rflé-!fll'.'rlo'l t.ccundc"\rirl rlntc 
una posterior inm•111iz,H:16n con t:!I rol~·11rus '3(\11. 

Probamoc; por lo t<1nlu das di lcrenles cantid.:tdea de VP7-·0 .. -



TABl.l"t !ti. Prolornln dr.• l••muri1: •. 1r-1i'>r· p.;.1·; rtctc.·rn11r1Ar 

d& ind11r:ción de ,1nt.1r.:uc:rpo-:; n~•1lr~li.'.,irll.r.·o;; por 
gal actot· i da&a. 

l._1 r.apt1Ctdrld 
l l ljf"7 ··8-

lnmunógeno D6s1 o;. ( 11gl Gn el rli i\ i ndi c<1do 

<) 14 44 

()C Al 

b c 
VP7-B-g;al 

d 
Control 

5 250 ( 7) 250 ( 7 l 1 (•(10 ( 28 l l<JOO (20> 

2 250 1 (1(1(1 1(100 

Viru!i SAl l 2 45 (7) '15 ( 7) 45 ( ll 45 (7) 

• 
Dó•is por ra.tón. 

b 
El valor entrt? J>.1ro:\nlc<l'1t' mu1Hlra IL> c..inlic1,ul da uo 

correspondiente a la porr.1ón de VP7 conten1cta en ol tntaf 
inoculado. 

e 
Prot1?inae bacterianas de !i::.~9U MXld4 I pllM0'"'' cnr·1qL•rcidaf; 

p;ara el pollp~ptido hitir·ido \Jí-'7··f1 gLil-.•tl\'lfida~--1. l,1 prolc:-irhi de> 
fusión roprr.isento ;>.pro'<ime>d,1ment•' 1,1 l°i'l. ele l' prot.eín.1 tot.ll. 

d 
Proteínas bacteri~nan dP ~L;Ql! MX614 sin 

recomblnante tratadas raralclamentc a las muc•traE 
•n •l protocolo de enriquecimiento. 

AC~lnoculación con adyuvante complotn de Freunds. 
AI=lnoc:ulación con adyuvante incompleto da Froundo;;, 

el pláEmido 
e>:pcr i mr1nt al es 
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l 

1 
1 

gal~cto~;id-.1<;:.;1 p-1r•• inducir l1tl1r:1,urpos 111?utr.::il1zantes, y el 
1.2f,1·r.lCJ .l<: ói:t11'i. 1nmuna:.ictoílc!J! fOt>rC' 1cJ rc.·c¡:-H1c·~ta de los anima.le& 
3. un fJ1;r,t.e>rior ·~0111,1cto r.nP l?I rol.• :ru,, '.il\IJ.El protoc·olo de 
i nmuni = t.I(,) ón ~H: rJefr r 1 ta:• l?rt l i.l r r'..lb) iJ IV. 

Lo~ d-lt.os pri:: .. ·,cml.;ido<. c:ri 1-l F1qur:< </ muostriln que el 
i."l.tíllc>nl,lr ).>, c1óf.J~ df• ).< flf'Clh?ina hítJr1d,, 110 iH•lllQf1til lil prodllt:C1Ón 
do anti1;•mrpos nc>utt ,.¡ 1.: ~rott?'3 <r.nmp.:ir ;:ir di u 15 di:' li1. Figura 9 con 
l."' l d í et :; ~-, d t? l t.1. , .. j CJ 1.1 r r) r• ) . 

Sin E•1t1b,"·qn, C'!' e: 1 :ir o qun ,,l 111ocul ar c:on el rotavi rus SAi l, 
l:.nlo I~ ve10.-1d:.tJ d<' ,._,.c;1111<;.;lc1, como l.1 m .. 1qn1tud y la duración 
dt:~ la JH·nd11<.< 1 ~"' tJ .... ·J11t 1 r •t1::."'1' pt,~ nr:11tr ,1) l -~1~r1t c•c:-! aumC?nta en l ott 
11'.ÍntJ.li?~ C::..l:nt.;ibJJ1;:,uJn·~ cnn J._¡ '.'Fi' n IJ"d H:tn~tl13S.l respocto a }OS 

q 1 1c· rc.•r 1!11f)f"lJ11 <.(Hi :• J,r ot.t·ínrt cnntr(;J. r':rtafi r..art1ctcrí.Eiticc1s son 
ltls que:- (Jotc•rm1n~:.n f.:. prt:-·-;,,enc1·1 (Jr:• 11n.1 rr..1 spuc.?·:tJ. 1nmun~ de tipo 
SE't:llflcJ¿.r i o. 

rn tCldOE )lJt llClllfJO" (f1ir;•f10~ f.lfl C) cjit..1 9fl pdrc1 105 ~(I(> uq de 
1.JF"? ,· r. 1n ol dl tl 1:~ p,ir· !l JQ:. )('/ 1\q de l.lF'7) '.J.e req1str,1 1u1a 

entre difrll"C•r>r.1.> r-.ic1n1(ir;•l1·... de:-c-.d<· p (.J,1 f\,~¡,lc1 p.(1,(1(11), 

conlrolc•s y E»:pe>r·imr.•nt.-111:-:. 

rt-i.:~ta rofi~11tn~t1~ 

preví ;,.111··1·1Lc· 1.on l ~ 
... 1unit.~·n t CJ c-n J t.\ d 6 ~ 1 '-.:; 

si g n 1 f i 1: .1 t. 1 v 3 o;, '"' l r E.> 

i nn1u1H .. ·· EC1 c und ... 1r 1 '"' c"'n l Uf: ¡tn 1 m,-. J C?'J i nocu l ,1doti 
pr11t.r::ln·' r,,1u1d·::i, c.·~ 1n,Jc•pondi~nte t:l un 
3dm1niotrad~ yo que no hay diferencia& 

l..i "ion;;ibil1zlr.i011 con 30 y 3<)1) ug de VP7. 

l. t'J ~j 

e nrnp :ir le· 
Df\ 1 l. 

rur;u)L\UO! .:u1lt·r·iorcc ,,11g1c;rc•n t¡uC' la proteína híbrida 
al monos ;d4l1110-;; E·pít,,po~ r1<n1tr1liz:int{)s con l.a VP7 del 

SEMS IB I l. I U\C 1 ON DE l. f\ f'lf Sf"l IESH1 l NMllNE 

En )lg11n•:is si;tr.:•n1:is <;;!:' hl demostrado que dósis 
,:,ubinmc111L·.,nte< de- "" ,111tiqP11c1 ,ir.:il ~'-"1 l'O!iullacfo suf1cirmtes 
p.ir'1 µro1oc:ir t:d t:." .• l.~llio¿·r.11111":'dn de• c.1!l1d,1·~ de tnE>moria que dan 
lugar t...tfl,:- rc·~:~l\!(;'~· 1 .. : 1nnuuH. 1.L't.:.Lrnd:\r ii.1 ,Jntt:. un conta.c.to 
po~t~rirJt c:on nl 01i··~·rtu H1tiqc.J1H:.; '· u~liqnu~ rulLlL1on.ados con ó!ite 
( '10, ~~--). 

li~ t -""J r::&n~ 1 h i 1 i :· :'r j r·Jn ch~petr1dc:· t .)mb 1c-r1 de 1 
E.·ri•.rc.1 J i !1:11u111.: ~· t !)J1 "iL'1~s1IJ1 1 i :· .u~l •. ,· LJl 

lllG), '.l!.:bjdc1 111uy fll1..JC.t1•lJl•.:•tt1r1IC· ~1 IC'íllf)ll 

c.•·..ilatJl t.1 c l 1111 ont n cJe 1 .\'~ c. I 1.J1t .:.s dt:. 1111~·1t1ur 1 .:.l .. 

ti~mpo transcurrido 
cunt .. clo poslewior 
nüLOeario pot·~ el 
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Ti\[i(_(\ 11.1 • Prc1\rn·o1n de> i111m1niiaci6n para dPt.c>rminar la respuesta 
secund9rÍ·3 cJ<~ ·lr1tlf .. uerpos nout,.~li2-lnt.Ds h-:ic1a el rot;¡virus de 
f-indo SA11, c•r1 ilfllm->lr--~· prc-"'lilmonlc:- 1nocllladoe con VP7-B·· 
gal .iCtnsi dasil. 

il b 
11 Rat.one<.: Dósis e inmunógcmo inocul.:idn al dia indicado 

28 42 

AC AI 

-----------------------------------
4 VP7··B··gal e: SA! l 

(3(.1 ugl (3t) 1.1gl (30 ug l (9 ug l 
1 mQ 1 ffiCJ 1 mg 60 ug 

4 1/P7 -0-·gal SA! l 
(3(l(.I WJ) ( 3(1(1 ug) (3(10 ugl (9 ug, 
1 •) mg 1 o mg 1 f) mg 60 u1,1 

2 Control SA11 
l(l mg 10 mg 10 mg (9 ug> 

a 
C•ntiuad por ratón ele• protpin., tot.~I h.:>rtori,1nil o de vi rus 

de VP7 pur·1fic3do.Enl,.n p .. ,rént.e'.lis s.e m11e:,t,.~1 lil c11nt.idild 
p,.e~o11tc c;n el i nmLinóg<:"flO lot..;11 Lll i 1 i ;adci. 

b 
Los tipos de inmunóoono corre~pnndon a los ya descritos en la 

Tabla I. 

e 
Cuando no se> <?speci fic..-i. el inmL1nógN10 dc•bc de asumirse que 

es el mismo qu,e ol d1~ ~u 1z4ui[.ffl.J"J. 

ACt.•lnocul<1ción c~m 
AI••lnu1. ... d ~c:i ón c:un 

«dyu•:ilnle co111plcto dP F,.Pl.tnd!'. 
acl fllv ~n t.'" 1 nr. omp 1 ,-,to de f71 t:>unds. 
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Fig.9 Inducción d~ •nlic:uorpo& neutr~li:antos por ol rotavirus 
Sf\11 en r<1tcines pr·.:·"1.:in:c·ntc· lnmuni:·orJoi:. c:on :>;(1 uq (Dl 6 3(1(1 ltg(t.C 
) do:.> 1 ~~. o:;ec:•rnnr.i 3S dr_. 1/P7 Qn l l pr•1f:.oín:. hibridd enriquocida, ó 
e.en r..·l equi•1.3Jc-ritt• r•n pontr•in.:> tc•lid tic liHo rroteinil~ controllol. 
Se rm.1o•;t.r:>n lo~; t.;t.uJn.-; )\•: 1.n::Jdr,o; en el s;.nqrMln proinm1tn8 Cdla 
(.)) y dt?cpuP'"..- dr· lt e:;... inoc\1) :tc1onc .. ~~ 1.'"0n f?} anti geno 
corrt1<¡¡,pcmdiontC? CdL.1 4:~J ciodQ;: de la inrn11ni.:ación con el 
rot avi r \l!l SAl 1 e f l t'·ch,, l. 



Psrn analizar la c~racidad de nunstra proteína híbrida de 
senslbil1z,:1r la rospuesla inm11ne h•cia epílopes neutralizantes 
dr~l viru& SA11, P.ft.:ihlec:1moE· E·l prot.oc-olo l'..'Squematizado en la 
Tabla 'I. 

l.O!l resltltados obtenidos de• est<? esquema do inmuniz.acion 
mostraron que no hubo efecto de sonsibilizacion claro a los 7 
posl-sensibil i~ación !dalo~ no prl'..'Eentadon>. En la Tabla VI se 
presentan los dato•; de inducción do anticuerpos neut.ralizantes 
cuando el viru$ SAll so inoculó a los 21 d'as dospu~s del 
estimulo sensibilizador. 

L.os tilLtlos do <1nticut!rpos neutralizantt!s obtenidos al 
inmunizar con el virus SAll 35 dlaa despuds de la sensibilización 
con VP?-D·-galactosid~sa, son comparabl&s a los obtenidos con los 
ratones 3 y 4 del qrupo correspondiente a dsta sonsibilización a 
día 21 <T;1hla VT>. Sin embilrgC1, dr.tou d;.tos no son conclusivos, 
ya que el grupo n~perimontal de los 35 días acabó teniendo 2 
riiltonei;, 

Aunque 1 a r!l'r,,pur•s t.1 a 1 8(\ 1 1 a 1 oi; ? t dí as despu~ s de una 
$ensibiltzaclón con VP7-0·galactosidasa es heterogénea, es 
claramE>ntE• fiLtpc•rirn i\ la do Jos controler;, El título 
neutrali:!:ante se m<lnti11ne s11p11rior al de los controles a\'.tn 
después de v.ir1a5 <:>eman;,a, 

El ef E'Ct.o obi;i;•rvado no se dl'..'bc a una reoacc i ón t.~rdí B al 
eo:1tímulo inicial <ver VF'7 ·O· .. gal sin inocul .. ción de virus a los 21 
días. Tablil \JI), ni a un P.ff'cto ineepecífico del adyuvante 
potenciando la posterior re.,.pue~;t¡¡ al SAll < vf:lr AC, T,J.bla VI). 

El titulo má>d!Tio de ant.icuP.rpos neutralizantes en anímale& 
sensibilizados con VP7-D-g~l se obtione desde la primt!ra semana y 
para los controlcu ne obti~no hiinla la tercora semana despu~s de 
la inmuniZ<lCion con SA!l. Lo anl.c.>rior <lrgL1ye tambien a favor de 
la presencia de un.:>. respltE!$til -=ecundaria en los animales 
experimentales y una rospuesta inmune primaria en los controles. 

Por todo lo anterior podemos afirmar que una sola dósis 
subinmunizante <'1e la proteln.i VP7··13··g.:\l QS capaz de F.!stablecer, 
en nueEtro sistema, la ~apacidad d~ evocar una respuesta inmune 
secundari~ de anticuerpos neutralizantes ante un contacto 
poi:;terior con SAIJ. énta ucmsibiliz<1ción dependo del periodo 
entre las inocul.:icionos (prob3blomonte desde los 21 cflas en 
adelante} y dur.>. har;ta po~ lo menoe seir; st!manai:; dei;puói:; de la 
inmunizacion con el virus. 

NEUTRAU ZAC ION DE OTROS SEROTI POS 

Se ha definido a la glicoprotelna VP7 como la principal 
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,, L.1 • · .. 

o 7 

AC 

INMUNOGENO INOCULADO 
AL DIA INDICADO 

21 

AI 

35 

a 
VP7-8-Qal 

e 
Control 

______ b _______________________________________ _ 

VP7-B-Qal 

Control 

YP1-8-Q•l 

Control 

VP7-B-aal 

• 

SA11 

SA11 

SA11 

SA11 

SA11 

SA11 

SA11 

ln1111..1nó9eno preparado como se describe en la Tabla III. Cada 
ratón r•cibió en total 10 mg de protelna bacteriana, conteniondo 
apro1ei111ada111tmt•• 300 uo de 11ecuoncias do VP7. 

b 
Cada ratón recibió 60 ug totales de proteínas virales 

cant•ni•ndo aproximadam•nte 9 ug de la glicoprotoína VP7. 

e: 
fn111UnóQ•no preparado como en la Tabla III. Cada ratón recibió 10 

IMJ total•• d• proteina bacteriana. 

Ar• Inoculación con adyuvante incompleto de Freunds. 
AC• Inoculación con adyuvante completo de Freunds. 
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TABLA Vl. S~nsibilización de la respue5ta inmune hacia el rotaviru• 
d 

9All por el polip6ptido híbrido VP7-8-gal. 

-----------------------------------------------------------------• b 
ln11Ul'\6Qeno TITULO NEUTRALIZANTE 
Senalbl l lzant• 

VP7-B-;al (!50 100 2!56(10 25600 12800 17.800 
(!50 C50 12800 12800 1600 1600 
<!50 <50 6'100 1600 3200 3200 
<!50 <50 3200 1600 3200 3200 

Control (!50 (50 200 100 400 200 
<!50 (50 400 200 800 400 
<!50 < !50 800 800 1600 800 
(!50 <!50 800 400 • 

AC <!50 <:.".iO 800 400 800 400 
<50 (50 800 400 400 400 

c 
VP7-B-Qal <!50 (50 <50 <50 <!50 (!50 

<50 <50 <50 <!50 <!50 <50 

• Loa lnmunóg•nos corresponden a los descritos en la Tabla V. 

b 
lnv•rso d•l titulo noutralizante a los días corrospondientes en 

el protocolo de 1 a Tabla v. El rota.vi rus SAi 1 fue inoculado al 
d'• 21 del mencionado esquema. 

e 
En ••t• grupo de ratones se omitió la inoculación con SA11. 

d 
El virus •• inoculó 21 días despues del estímulo sensibilizante, 

• 11uri6. 



determinante del serotipo viral <18,49,53), definifndo&• como 
perteneciento a algun sorotipo a ,¡que! virus que es neutr;alil•do 
por lou anticuerpo& 1nducldofi por virus pertenecientes •I mismo 
serot i po, pero no pür u que 1 los por t i;¡nec 1 entes a otroa serot i po11. 

La protelna VP7-fi-galaclosidasa presenta epltope& qu• 
inducen anticuerpos neutr.lliz,mtos para SA11. 1tsto• epítop•• 
son, por lo menoE parcialmente, compartidos por la VP7 de la 
particul~ viral antera. Por otro lado, no so d••cart• l• 
posibilidad de la presencia de otros epi topes de neutralización 
que no sean inmunogénicos cuando se encuentran en l• 
glicopr·oteina incorpor,1da ill virus, pero Gi lo aean en la forma 
on que son presentados al sistema inmune en la VP7-8-
gal actosi dasa. 

Éstos epltopee a su vez, podrlan inducir anticuerpo& que 
neutralizaran a varios serotipos, como se ha demostrado con 
anticuPrpos monoclonales contra VP7 que son capaces de 
neutralizar hoterotip1camcnto <69,851. Surge por todo lo anterior 
la pregL1nla : ¿ !3011 loe; anticuerpo,¡, neutr.;\l i zantos inducido11 por 
la VP7-B-g~lactosldasa ospecíflcos de sarotipo? 

Para contestar dstü pregunta se analizaron lo& &uorou da lo& 
experimentos descritos en la Tabla 111 <tras sueros del 9rupo 
inoculado con VP7-8-galactosldasa con titules contra SA11 de 
1/800, 1/800 y 111600, y dos suoros del grupo de ratonas; 
inoculados con SAi! con titules contra SA11 de 1/51200 y 
1/19200), y en lu Tsbla V Idos ~uoros de ratones sensibilizados 
con VP7-B-galacto~idasa y, 21 dias despuds, inmunizados con SA11, 
con titules contra SAi! de 1125600 y 1/12800> para n~utralizar l• 
infectividad de rolavlrus pertenaciantos a otros sertipos ,como 
lo son el Wa Cserotipo ll )'el ST3< serotipo 4>. 

Los resultados obtenidos muestran <titulo& neutralizantas 
heterólogos de 1/100 como m6ximo, versus los tLtulos 
neutrali:antes homólogos descritos en el párrafo anterior>, 
el ,¡ramente que la VP7··B-gal actosi das a al igual que el rotavirus 
SA11, indLlce anticu~rpos neL1trali:antes p<1ra el serotipo 3, pero 
no lo hace para los serotipos 1 y q, 



DISCUSION 

VP7, la glicoprotelna de superficie del rotavirus d• simio 
9All, so sintetiza en ~L¡gli como un producto de fusión con la B
galactosida6a bacteriana. ~ste producto eE estable, llegando a 
con6tituir hasta el 2% dal total de las protelnas de la bacteria. 

t5ta proteína hibrlda tiende a formar agregado• cuando no 
está en pra~encia de agontos reductores. asto os probablament• 
roflojo del comport~micnto de la región de B-galactosidasa , ya 
quo agregados de la onzim~ bactariana puden disociarse y 
mantl!nt:1r¡;e en E.oluclón solo en prlil•encia de B-mercaptoatanol 
(43). 

Aprovechando ~~ta propiedad, la proteína híbrida se puede 
enriquecer en el OKtracto bacteriano, hasta representar el l~Z 

d~l total de proteinas bacterianas, por un sencillo protocolo do 
centrifug•cionos ropotidas a baja velocidad. 

Adem~s d~ In proteína híbrida esperada y el producto del 
iniciació11 intorno <m el gene de VP7, se enriquece una band• de 
135 l.d qrn:.· no está presc,>nte on las proteínas bil.cterianaE control 
<cepa MX6l4 sin ol µl&smido rocomblnante pUMn93Z), tratadas con 
el misnio protuculu dt'· cnriqLtt>c.imiento. itsta banda podría aer 
entonce& un producto no 1dentif1cado hasta ahora del pl~smido 

pUMA93Z, relac1onado con VP7-B-galactosidasa, o un producto 
bac:tor1ano quo ~e asocia &~µoclficamnnto con la forma agregada de 
laü proteínas híbridas. 

Si1mdo que óst.e prodL•cto 110 so pL1rifica por afinidad de B
gal ~ctosidasa, y quo tanto la B-galac:tosidasa como la region 
c:Jonada de VP7 se han sPcuenciado totalmente y no lie lelli han 
encontrado otro~ stl1ou de 1n1c1aclón o termin~ción de traducción 
(25,75>, la poa1~il1dAd de que ésta proteína provenga de otro 
sitio do iniciación interno y/o ur1a t.raducciOn que continua m;as 
•11~ do Jo reglan codificadora para la B-galactoaid;asa elli 
pequeRa. No so puedo descartar totalmentQ que ••ta protein;a 
contenga secuencia& de VP7 <por degradación del producto de 14~ 

kd>, ni que •~tas pudler3n contribuir a la generación da 
anticu~rpos neutraliz.:u1tos. Sin ~mb.:irgo, lo anterior no afecta 
nuostrol:. resul lados un cu,\nto a que 1 a construcción de VP7-B
g¡¡l actcrni dasa, ten\]•• o no prodL1ctor, de degr.:.dación, ofrece un 
inmunógono imporl~nte par• IJ inducción de anticuerpos 
n~utri.lli:,v1teE. (aE.pec.t.tl que se t.r¡¡t.,'\r.\ mAE. ampliil.mente 
postor 1 ormonte on es le mismo c.,µ i t.ul o de OISClJSIOM>. 

L~ forma Rgrogada de la proteína VP7-D-galactosida&a 
posiblt>mcmt.e represont~ una vontaJ.i/. para su utilización en loto 
.;insi.l ro~ da 1 ndl•C e i ón dE• i nnll•n 1 dar! , va qlle s.e ha reporta do que 
L11101 lim1t:.•ciOn l:n lJ J1fus1on l1l.Jru J~ un ant•gono in ~i~g, se 
correlac.icma c.c,n ¡;u ufoct1v1di!d 111111unogón1ca <45>. 



Aunque lL> insolubilidi'.d de lil prot.eínil hihrida resultó 
conveniente para algunos de nuestros propósitos, el ensayo de 
competencia con el viru• requeria que la proteina estuviera en su 
forma soluble. tata solubilización se logró en urea 8 M, la cual 
ee dializó posteriormente contra un amortiguador can 8-
111ercaptoetanol • 

El an•lisis del estado de agregación de la forma soluble de 
la proteína híbrida de VP7-B··galactosidasa, mostró que ésta se 
encuentra mayoritariamente como tetrámeras, con una peque~a 
población en forma de monómeros. Sin embargo, debido a que la 
proteína de 118 kd lambien &e encuentra como tetrámero, y comlgra 
en los gradientes de sacarosa con VP7-8-galactos1dasa, no podemos 
afirmar definitivamente si los tetrámeros se forman por una 
asociación mixta de éstas prot1?ínils, o si existen tetrámeros 
constituidos exclusivamente por cada una de ellas. 

La exploración de las condiciones de solublllzación de la 
proteína híbrida y del estado de agregación de Ja misma, permite 
un mejor conocimiento de la form.J molecular con quF> se tri\baja, 
y a GU vez, una mejor interpretación y dlseRo de futuros 
experimentos con •sta proteína. Nos dá, ademas seguridad sobre 
rango (1-1/4 molaridad calculada para la VP71 de concentracion 
•fectiva para la inhibicion de la infnctivldad viral. El hecho de 
qu• independientemente de la praporrlón monómern / tetrámero la 
solución de VP7-0-galactosi~~s:i 1nh1be s1mll3rmonte la 
lnfnctividad es indicativo de q"'' amh;i~, pnlll<"cianr~s do estitdO de 
agrgación participan on ést.n fonónmno. La contribución fina de 
cada una de éstas poblaciones deberá ser explorada en el momento 
de utilizar a 6sta protalna para caracterizar al probable 
receptor viral. 

La coincubación de la proteína VP7-D-qalactosid;o.sa soluhle 
con •I rotavirus SAll, dur.Jnto el periodo de :idsrirción,lnhibo la 
inf•cción del virus a c~lulas MA104. La Interpretación más 
•onci 11 a a tota observación eo;; q1Je 1 a reglón de VP7 en 1 a 
proteína de fu&ión interactúa con los receptores celulares del 
virus, impidiendo su adsorción y subsecuente ponetr-aci ón. d:st:o a 
su vez, ~ugeriria que la glicosilaclón, la cual está ausente en 
la VP? bacteriana, no os nocos<lrla para est<l intracción. Lo 
anterior est~ de acuerdo con el hecho de que se ha logr~do aislar 
mutante• de rotavirus cuya VP7 no est~ glicosil~da y los cuales 
eon iQualmente capaces que los viru= silvestres para infectar 
c•lulas •n cultivo (74>. 

Otras po&ibilid;o.des para explicar la inhibición de la 
inf•ctividad del rotavirus SAll por VP7-B-qal~ctosldasa incluyen, 
la interacción de la porción de VF'7 en la proteina híbrida con el 
SAll, y la interacción de la región de B··galactosidasa con el 
virus o con proteínas membranales celulares. 

De acuerdo con la idea de que VP7-B-galactosidasa pQdiera 
estar interactuando con los receptores d~l virus, está el hecho 
de que la concontración de proteína híbrida neces,\ria para cauGar 
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el ~OY. de disminución en la infectividad del SAi! iO YiiCQ (entre 
10-, y 10-1 N>, ast.i 1m el r!'ngo molar observado en otros 
sistemas virales para la competencia de péptidos o proteínas por 
la infectividad viral, así como exparimentos de adsorción de 
••toa• la cflula huesped 156,57,581. 

La posibilidad de que la VP7-B-galactosidasa interact~e 
directamonte con los receptores para el rota.virus SAll, ofrece la 
p•rspectiva de contar con un arma Oltl para abordar directamente 
el estudio de éstos receptoras, caracterizando su afinidad por 
distintos sarotipos de rotavirus, su expresión en otros tipos 
c•lulares, la regulación temporal do su expresión, su 
participación en al mecanismo propio de internalización 
viral, •te. 

El poder contar con grandes cantidades do una protoina que 
inhibe la infección de rotavirus a través de una competencia por 
los receptoras virales, ofrece la posibilidad de explorar la 
capacidad de ésta prote!na híbrida para ser utilizada 
directamente como competidor do la lnf~cclón por rotavirus iD 
~i~g, lo que dificultaría la propagació~ viral en el intestino 
del;ado, facilitando así Sll eliminación por el huaspad, 

La VP7-B-galactosidasa es capaz do inducir anticuerpos 
n•utralizantes contra SAll on titulos comparables a lo5 inducidos 
por la glicoprotetna purificada directamente de la parttcula 
viral <24,36,:SO>. 

Nue•tro11 resultados indican que cuAtro inoculaciones con la 
prot•tna htbrida VP7-B-galactosidasa on el rango de 7 a 30 ug 
( de la porción de VP7 ~n el hibridolpor inoculación inducen un 
titulo de anticuerpos neutralizantos de alrededor de 1/800. ~ste 

re•ultado es comparable con los de Sabara et.al. <36) quienes 
obtuvieron un Utulo de 1/400 con tres inoculaciones de!'> ug de 
VP7 viral, purificAda por un gel da acrilamida-SDS, o con tres 
inoculacion•s de 14 ug da un fragmento de VP7. Bastardo et.al 
(:50), a su vez, obtuvieron un titulo de 1/1600 con cuatro 
inoculacione• d• 100 ug de VP7 de SAll,tambien purificada en un 
gel d••naturalizanto do poliacrilamida. 

Titulo• mayores <1/10000>, fueron obtenidos con la .VP7 del 
rotavirus bovino NCDV (2q). ~sta diferencia probalementc se deba 
a qu• la proteína en este altimo experimento se obtuvo por 
iso•lectro•nfoque en condicionas no deñnaturalizantes. 

En nuestro trabajo, el titulo de ~nticuorpos neutralizantes 
contra SAll obtenido por inmunizaciones con el virus comploto fue 
aproximadamente 20 veces mayor que el obtenido con dósis 
oquivalente11 de VP7 an la proteína hibrida.tsta diferencia puede 
debers• a diver•o• factores , entre los cuales estan1 lil 
pres•ncia en el virus completo de la otra proteína de capa 
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puedan ••r mas 

,la cual tambien induce anticuerpos 
(32,35,50), y el hecho de que las proteinas de 

al ••tar integradas en la part!cula viral entera 
inmunog•nicas. 

O.ntro de este contexto es importante mencionar que 
secuancias de la proteína VP3, s1ntetizada tambien en 
~l~b•tl,bl~ 'Qii, inducen anticuerpos neutralizantes en titulo• 
que tambien son comparables Cl/1200) a los obtenidos con la VP7-
B-Qalacto•ida•a 122>. 

Una posibilidad interesante es el e>:plorar la aditividad en 
la inducción de ~nticuerpos neutralizantes de estas dos protelnas 
viral•• sintetizadas en bacteria, asi como su afecto conjunto 
para sensibilizar al •istema inmune. 

La proteína hibrida es capaz de sensibilizar al sistema 
inmune s6rico del ratón, pre11entándose una clara respuesta 
secundaria d• producción de anticuerpos neutralizantes ante una 
posterior inmunización con SAll. 

Lo• ratone• que recibieron tres inoculaciones de la proteína 
htbrida (equivalente• a 30 ug de VP7 por inoculación), y 
post•riormente fueron Inmunizado\'. con el virus completo, 
respondi•ron ante •ste de manera secundaria.Sin embaryo,una sola 
dósi• de la protelna hlbrida fue suficientG para causar la 
evocación da una producción incrementada de anticuerpos 
n•utralizantas, ante un posterior <21 días), contacto con SA11. 

tstan observaciones sugieren la presencia en una forma 
inmunoQ~nica de apitopes de neutralización compartidos entre la 
VP7 viral y la VP7 fusionada a B-gnlactosidasa (60>. 

Aunque la proteina no induzca Q~C ~~ altos tltulos de 
anticu•rpos n•utralizant•s, el hecho de que sea capaz de 
••n•ibilizar al sistema inmune <hecho que tendrá que ser 
confirmado en otros sistemas animales y por la via oral), le da 
una Qr•n relevancia para 11u posible utili:Dc:ión como inmunógeno 
protector contra la diarrea por rotavirus, ya que se ha observado 
qua 1• sintomatologia grave en las infecciones con óstos virus, 
•• da en al primer contacto, mientras que las infecciones 
aub••cuentes son asintomáticas o con sintomatologia muy leve 
( 19). 

Lo• anticu•rpos neutralizantes inducidos por la proteína 
hibrida son a•p•cificos de serotipo. Sin embargo, el hecho de que 
lo• anticuerpos neutrallzantes en los sueros de animales 
inoculados con VP7-B-gal sean &speclficos de serotipo 3, no 
excluye la posibilidad de que ósta proteína pudiera sensibilizar 
a la respuesta inmune contra otros serotipos. Lo anterior se 
apoya ~n la posible formación de cólulas de memoria T ayudadoras 
que pudieran •stimular a cólulas B presentadoras de algun 
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opit.t"pr:- vir~l d~ ·--l:into .~} qtir r·r·t'nnnr.r:i r-1 ;u1• i c:t1r_.rpC' que ~r.c,·rtc:'\ 

(61) r.-:;l.<> ""tir:11~rpo. ·:ll •:··.d'll t!ir 1qirlo c:ontr;i otro op;t ,·1po 
vli-·~l .. que ~'\. ~tl ve::-. purdr~ •;(t 11.··11tr,·1,Ji:·,:n1t.c, f•\vorecoríé1 lt.\ 
protocci <In hol!.'rnl: ¡pi r:. .1. 

F·!--.r ut·rc.1 ltv:Jo, ".')C.' !\¿l dra·c· l Lc1 rec:icnt¡;·rru::-ntr qllc E'>~i~tan 
O?pitopns, f:'\nto r.n VF"l r:nmo c•n 1.1r3, q11•~ nnn c::.p.~c:n!:l da inducir 
,~ntir..:u~rpo~~ flllC nct1lrnlj:::,:H1 ~ ri·• lvir·ut: pPrtcncc.:icnt.cn a varios 
SQrotipos C~3:-~:i3~/,2,.',·1,I),.~). f..¡1 n11f:1'-:1f.r·n l ·•har·,:ltoria ht~mO'ii 

~int.c't'.iznrlo en E.!..f:Q1.t t•ni' rf'f.Jión t1r-i 1,1 pr-ot·r-inu '.'r3 del roti.\virus 
BA11. que t\dc.,má~) tic ind•1c:ir .!nticur.r·pcHJ qur nrutro,li~i\n a SA11 
(Sf.lr•Jtipo 3), indllr:() l·"nbin11 '•nlir:11r.1pn-:, quo·nr•.1tr.:.llizi\n (\/'lO<') 
nl rt.'ltavjruc ST3 (r;t.~roi ipo 11) <:-'?). 

Lo-:; ronultados obt:<:•riicJci~- cr1 c-c"tC' tr-:1h;,jo son alontadoraa 
par.:\ conli.m•·'r r.}:plrJ1-<:1ndo L, c.-•p-:1c:iú,,u1 ele l'st.:1 proteína hlhrid<'I 
r:lr: ~or lttilL":ildél. cnrno inm11riów·11n cnn1.r., ¡, rHi1rrr>i\ c11us.;ul11 por 
rol;1v i rur • llnn c1f.• J.'<: l''-'c i 11 i J i •l vlc ,- q11r r· 1::<::11 l t. i:I m,.'<i; . .:1tr1>c t t VI?\ C'~ 

r.-1 r,naplco d0 llilctcri."\$ '!nt~r·ir:•·; .1!":>1111:.u!.1s, como ?btl!!l909!.l~ !;'.l!'.Pbl 
ó f;!H~tmr:.ii;l.:!U~ S.9.U., q111, p11rli"'r .,, "i•'r··,,ir de .~c."rrr:oadorns de las 
prntr.irh"'\~ virt1lcr-: ~l sic:;~·r'rr1.-i inm 1.tn,~ tntr.c.::t.ín~1l, el Cllfl] en. 
11o<:r~~~rio (:.-itimul.=\r p:'t.rl' ind11.:lr pr·r~fr-.rr.i,~n cnnt·r,°' l1:t tn.foc:cJón 
por· rot,,vint~. Peci r•nt.c·m~·rol f' •.t.' ti.· '"'Pt": t ,1tln ol c•rnplco de ccpan 
~-.J ·.r:1\a_d.-1-: dn ~:_,11.r·rn~pJ_t:~ .t:YPl.l~_!_l~':!~-!~~ <7~?). como portadoras 
'~'Í">~l:!.vo•1 ok l:i p1ot~ín' rtS •lr'l iilr_r¡o!~ococc:<' pygl]1:>1Jq~ (63),111 
r..1.-. 1 • :id.vi B do l':> l·o;:ifhl r\c.'l t.>'•l<'l'l V l·l to""'' L.T de c .. i;:g!.t (73) 
11~c.i .> c.•l -:;i~t:orn;:, in1101111c l111mor -.11 (,,;.,-.t~mic.u v lor:<J!) y c:nlular. 

El ftl'"ldl•r •:. t 1 ·' ('ti -: :..."\1 · r_iri \·· .-11: t r:·r· 1 t' ~-.. i.' p ,..,r t·. ir dC' un gr.'ne 
i:l• ido, tJl princip.·.d .111t.ir;io11u rlc~ 11•--111.r:il.:ici•~n rlc lrJ5 roL1virus, 
j~l' 1 u c:or1 l;' :r·c .. cicnt·c.., infcH-m:'lt.Jr"q, ~·:obrr f'pit°.rJpf"~ rt:tlCvi'ntcs de 
1l•·\ .. , prr:,f.:·,¡., •. <.J ,-¡._, po,- ~l 1.1·.t:• ''" pépt irJr~s sintéticos y 
:.1nt.1r.L•C'r·p".'1r: nH:i:1i:.\clc-!1 .. ,lr!: .. ~.r:'lf-i fd~.:tor-t-.~-. rp•c podr-;¡u1 pc:irmitir .• El 
l.t"'•.u'>s cJr. l 'l rn,ni.p•.tl 'C:i .~n r:on 1 r'>c:11i•.:•:·, dl· i11<Jf:'nit··1·i '.\ ganótica, l'I 
tJpl irni:.~¿:-\ció11 d,:... J.:J 1r1!l1H.:ción d': .. ~nlict•crpuc: .• t·.i1 nlu homotipicos 
c;tJ!n~ f1ulornf.ipic.ü•_j por (•''tt. l prr.Jtr:H1t·, •tir·,"\l, p:..1.rL:l .;ic-;{ ser 
utilj;!i\dil. como 1.•n i1irr1 1.tn(1~1cnu Pfcc:tívCJ contr·,"' ln dí.:-rrcC\ pe.ir 
rnl . , i t-1J~. 
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